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RESUMO

Benzodiazepinicos sdo amplamente utilizados em animais e humanos, inclusive
durante a gestacdo. Benzodiazepinicos sdo utilizados como ansioliticos,
anticonvulsivantes, relaxantes musculares e sedativos.

Este trabalho investiga o potencial teratogénico dos benzodiazepinicos diazepam e
maleato de midazolam em ratos Wistar. Os animais foram divididos em trés grupos
“experimentais”, um grupo controle que recebeu agua destilada, um grupo que recebeu
diazepam na dose de 10 mg/kg/dia, e um grupo que recebeu 5 mg/kg/dia de midazolam.
Os animais receberam os tratamentos por administragdo via oral. As fémeas gestantes
foram tratadas durante o periodo de organogénese, que no rato ¢ do 6° ao 15° dia da
gestacdo. Durante a gestacdo as fémeas foram monitoradas quanto ao desenvolvimento
corporal, ingesta de agua e racdo. No 21° dia de gestagdo as progenitoras foram
sacrificadas e avaliadas quanto a toxicidade materna sistémica. Os fetos foram avaliados
quanto a embriotoxicidade e altera¢des esqueléticas.

Os resultados demonstraram que as fémeas dos trés grupos tiveram ganho de
peso, consumo de dgua e consumo de racdo semelhante, assim como peso dos érgaos
internos, sugerindo ndo haver toxicidade materna. Nos grupos diazepam e maleto de
midazolam houve uma diminui¢cdo do numero de fetos por ninhada (9,2 + 3,17 € 9,29 £+
3,29) comparado ao grupo controle (10,76 + 2,62), também houve diminui¢do no peso
dos fetos nos grupos diazepam e midazolam (4,73 £ 0,59 e 4,79 £ 0,64) em comparagao
ao grupo controle (5,02 £ 0,36). Houve um aumento no numero de abortos precoces nos
grupos diazepam e midazolam. As perdas pos-implantacdo foram de 1,47% no grupo
controle, 10,76% no grupo diazepam e 13,30% no grupo midazolam. A taxa de
viabilidade fetal foi semelhante nos trés grupos. As avaliacdes das anormalidades
esqueléticas demonstraram um retardo de desenvolvimento assim como houve
evidéncias de malformagdes nos grupos diazepam e midazolam, sendo que o grupo
tratado com maleato de midazolam demonstrou um maior percentual de anormalidades
esqueléticas que os fetos do grupo tratado com diazepam. Este estudo sugere efeitos
teratogénicos dos medicamentos diazepam e midazolam quando utilizados nas doses
testadas.

Palavras-chave: teratogenicidade - diazepam - midazolam



ABSTRACT

Benzodiazepines are commonly used for animals and humans, including during their
pregnancy. Benzodiazepines are used as anxiolytic, anti-convulsants, muscle relaxants
and sedatives.

This work presents the teratogenic potential avaliation of the benzodiazepines
diazepam and midazolam in Wistar rats. The animals were divided in three
experimental groups, one control group, that received destilled water, the diazepam
group that was treated with 10 mg/kg/day, and the midazolam group with a dose of 5
mg/kg/day. The animals were treated by daily oral administration. The pregnant females
were treated between 6° and 15° days of pregnancy, in organogenic period. During the
pregnancy the water and food female intake was monitorated, as their daily weight, and
intern organs weight. In 21° day of gestation, the females were killed and the matern
toxicity avaluated, their fetus were evalueted according to the presence of skeleton
abnormalities.

The results showed that the females of the three groups demonstrated weight gain,
water and food intake similar as weight of their intern organs, suggesting no matern
toxicity. However, there was a decrease of fetus number for dams in diazepam (9,2 +
3,17) and midazolam group (9,29 + 3,29) in compare to controle group (10,76 * 2,62),
also was a decrease of fetus weight in diazepam and midazolam groups (4,73 £ 0,59 and
4,79 + 0,64) in compare to controle group (5,02 £ 0,36). There was a increase in early
abortion number in diazepam and midazolam groups. The post-implantations loss were
1,47% in control group, 10,76% in diazepam group, and 13,3% in midazolam group.
The rate of viability wasn’t different between groups. The skeletal abnormalities
evaluation demonstrated one retarted development of diazepam and midazolam groups,
also was evidence of malformations in those groups. The midazolam group
demonstrated a bigger percentual in skeletal abnormalities than diazepam group. This
study suggest teratogenic effects of the medications diazepam and midazolam with the
testing doses.

Key words: teratogenicity- diazepam- midazolam.



1 INTRODUCAO

A ampla utilizagdo de farmacos durante a gestagdo faz com que aumente a
consciéncia e preocupagdo quanto ao potencial de risco destas substincias. Doencas
neurologicas e psiquiatricas sdo muito comuns durante a fase reprodutiva em humanos.
Os farmacos ansioliticos normalmente sdo de uso cronico, sendo que gestantes que
utilizam essas medicagdes antes de engravidarem normalmente ndo interrompem o uso
na gestacdo. O estudo de seus efeitos sobre o feto ¢ imprescindivel nos centros de
pesquisa laboratoriais assim como nos centros de ginecologia e neonatologia.
Resultados de estudos e relatos de casos de malformagdes pelo uso de medicagdes nos
leva ao fato de que gestantes devem ser medicadas com extrema cautela, muito

criteriosamente.

Algumas medicagdes como o diazepam, utilizadas para tratar ou prevenir doengas da
mae podem ser toxicas para fémeas prenhes, podem ser teratogénicas, provocar a morte

fetal e aborto (NELSON e COUTO, 2001Db).

Os benzodiazepinicos pertencem ao grupo dos psicotropicos mais utilizado em
medicina veterinaria, um grande nimero deste grupo foi sintetizado para o uso em
medicina humana. Entre os mais utilizados estdo o diazepam e o midazolam (BOOTH,
1992; FANTONI et al., 2002). Segundo Nelson e Couto (2001b) e Laegreid et al.
(1992), os benzodiazepinicos sdo os ansioliticos de maior uso na medicina. Este grupo
de medicamentos ndo promove efeitos periféricos importantes, o que os torna agentes

amplamente empregados (ANDRADE et al., 2002).



Os primeiros relatos experimentais correlacionando fatores externos (ndo genéticos)
ao aparecimento de malformagdes em mamiferos foram na década de 1930, quando as
escolas de Giroud, na Franga e Warkany, nos Estados Unidos realizaram experimentos
em embrides de mamiferos, demonstrando que substancias quimicas exogenas
administradas no periodo pré-natal podiam levar a importantes alteragdes no
desenvolvimento embrionério. Na década de 1940, uma epidemia de rubéola na Austria
demonstrou um aumento na incidéncia de malformacgdes congénitas associadas ao
contato com o virus. Apos 1960 a ciéncia da teratologia teve muitos avangos, entrando
em evidéncia apds a tragédia da talidomida, medicagdo utilizada por gestantes para
diminuir nduseas e vomitos, causando malformacdes severas nas criangas expostas

durante a vida intra-uterina (LEMONICA, 1996).

A talidomida resultou em aproximadamente 10000 criangas malformadas na
Alemanha, Japao e outras partes do mundo. A medicagdo nao havia sido adequadamente
testada, testes em roedores falharam em demonstrar o potencial teratogénico da
substancia. Esta tragédia desencadeou uma série de mudangas nas agéncias de
regulamentacdo de medicamentos (WEBSTER e FREEMAN, 2001) A FDA em 1966
instituiu rigidos protocolos para o estudo de toxicidade reprodutiva (BECKER, 1975).

Howard e Hill (1979) relatam que os agentes teratogénicos causam de 5 a 10 % dos
defeitos ao nascer. Sendo assim, estes defeitos ao nascer podem ser prevenidos se forem
evitados agentes teratogénicos durante a gestacdo. Algumas substancias sao
reconhecidas como teratogénicas. Para estas substincias estd bem estabelecido que, em
condigdes adequadas e altas doses suficientes, sdo capazes de induzir efeitos
teratogénicos em humanos (NEUBERT, 1992). Os benzodiazepinicos ultrapassam a
barreira placentaria e sdo excretados no leite materno, a seguranga da sua utilizagao
durante a gesta¢do ndo estd bem estabelecida, por isso ndo ¢ indicado o uso. Alguns
estudos sugerem um aumento do risco de malformacdes congénitas associadas com a
utilizagdo de benzodiazepinicos durante a gestacdo (SAFRA e OAKLEY, 1975;
KELLOGG et al., 1980; MCEHATTON,1994; PERES-LASO et al., 1994
ATHINARAYANAM et al., 1976 apud PRZYBYLSKI, 1995; PERAULT et al., 2000).

Nos pacientes veterinarios, o uso de sedativos dentre outras medicacdes de uso

cronico vem crescendo. Muitas vezes os proprietarios desconhecem a prenhez ou a



possivel indu¢do de malformacgdes durante este periodo pelo uso de medicagodes,

medicando seus animais sem consultar um veterinario.

Considerando-se o elevado numero de gestantes que utilizam medicagdes de uso
cronico e pelo fato destas medicagdes poderem causar danos fetais e possivel
teratogenicidade, justifica-se a realizacdo de ensaios bioldgicos para analises

toxicologicas dos efeitos do uso de medicagdes durante o periodo pré-natal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Benzodiazepinicos

O emprego de farmacos com a finalidade de reduzir a ansiedade ¢ ha muito tempo
conhecido pela humanidade. Nas décadas de 1950 e 1960 surgiram os derivados
benzodiazepinicos, que se tornaram bastante populares (HOLLISTER, 1983;
REMENTERIA e BHATT, 1977 apud PRZYBYLSKI, 1995; SPINOSA ¢ GORNIAK,
1999).

Agentes psicotropicos sdo cada vez mais utilizados na medicina veterinaria. Entende-
se por tal designagdo, de maneira geral, todo firmaco capaz de causar uma acgdo
ansiolitica, anticonvulsivante, miorrelaxante e hipnotica, sem acentuada depressdo do
SNC (MASSONE,1994). A acdo dos benzodiazepinicos ¢ dose-dependente, a medida
que se aumenta a dose a sedagdo progride para hipnose e, a seguir, estupor (HOBBS et

al., 1996).

2.1.1 Historico

Na metade da década de 1950, quando uma nova classe de agentes terapéuticos, os
tranqiiilizantes, mostrou ter uma consideravel importancia clinica, o laboratério Roche
iniciou um programa de busca por tais substancias. Quimicos comegaram a desenvolver
substancias sintéticas, apdés uma série de reagdes quimicas surgiu o primeiro
benzodiazepinico. Apods testes de toxicidade, com resultados satisfatorios, a FDA
aprovou nos Estados Unidos a substancia, tendo como nome genérico clordiazepdxido e

nome comercial Librium® (HOLLISTER, 1983). Os benzodiazepinicos foram



introduzidos na pratica médica em 1961, tornando-se os medicamentos mais
consumidos pela populacao dos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos da América
tornaram-se campedes de venda durante varios anos (REMENTERIA e BHATT, 1977
apud PRZYBYLSKI, 1995).

Em 1963 surgiu o diazepam, introduzido comercialmente com o nome de Valium®,
tendo um espectro de agdo mais amplo que o Librium®, particularmente por suas
propriedades relaxantes musculares mais acentuadas e toxicidade extremamente baixa.
Uma gama de derivados benzodiazepinicos foi surgindo com o passar dos anos,
indicativo de uma grande valia clinica destes compostos (STERNBACH, 1983). O
maleato de midazolam foi sintetizado em 1976 (BOOTH, 1992).

A eficacia dos benzodiazepinicos associada a sua seguranga fez com que este grupo
se tornasse o mais prescrito de todas as medicagcdes no mundo ocidental, até a

atualidade (ASHTON, 1987).

2.1.2 Estrutura quimica e classificacido

O termo benzodiazepinico refere-se a por¢do da estrutura composta por um anel
benzeno fundido a um anel diazepinico de sete 4atomos. Véarias modificacdes na
estrutura dos sistemas de anéis produziram compostos com atividades semelhantes

(HOBBS et al., 1996).

Em fungdo da meia vida de excrecdo (t }2) podem ser classificados em trés grupos: a)

compostos de acdo ultracurta, com t 2 menor que 10 horas (p.ex. triazolam = 1,7 a 3

horas; midazolam = 2 a 5 horas e temazepam = 10 horas); b) compostos de acdo curta,
comt 2 de 10 a 24 horas (p.ex. oxazepam e lorazepam); c¢) compostos de acdo longa,
com t %2 maior que 24 horas (p.ex. diazepam = 24 a 50 horas; flurazepam = 50 a 100

horas; prazepam = 26 a 200 horas) (LARINE, 1997).

Atualmente sdo classificados como agentes da lista B; , sendo utilizado para sua
prescrigao a Notificagdo de Receita tipo B, sendo que a numeracao da notificagcdo ¢
concedida pela Autoridade Sanitéria do Servico de Vigilancia local (ANDRADE, 2002).

O diazepam solubiliza-se em propilenoglicol a 40%, 4lcool, benzoato de sddio ou



acido benzodico. Quimicamente o diazepam denomina-se 7- cloro-1,3- diidro- 1- metil-
5- fenil- 2H- 1,4 benzodiazepina (Fig.1). O midazolam ¢ um composto hidrossoluvel,
sua estrutura quimica ¢ 8-cloro-6-2-fluorofenil-1-metil-4H-imidazol [1,5 a][l,4]

benzodiazepina (Fig.1) (SKARDA et al., 1997).

O diazepam e o midazolam ultrapassam rapidamente as barreiras hemato-encefalica

e placentaria (THURMON et al., 1996).

Cl_. Cl
N AN
= Q{0
N N\
0] F
Diazepam Maleato de Midazolam

FIGURA 1. Representacao da estrutura quimica do diazepam e maleato de midazolam.

2.1.3 Farmacocinética

Segundo Baldessarini (1996), alguns benzodiazepinicos sdo absorvidos de forma
relativamente lenta apds a administracdo oral, em contraste, o diazepam e o midazolam
sdo rapidamente absorvidos. O diazepam ¢ absorvido e liberado para os tecidos
altamente vascularizados, incluindo o cérebro, onde um rapido efeito psicotropico ¢
produzido. Em seguida ¢ redistribuido para tecidos menos perfundidos. Assim, o
diazepam apresenta um rapido inicio de agdo, com uma duracdo relativamente curta

apods dose unica, ainda que a meia vida de eliminagdo seja longa.

A maioria dos benzodiazepinicos liga-se a proteina plasmatica em grande extensdo
(85 2 95%). O diazepam ¢ um derivado benzodiazepinico de longa ag¢do, com meia-vida
de distribui¢ao de aproximadamente 1 hora e meia vida de eliminacdo de 43 + 13 horas,

podendo até mesmo prolongar com o uso continuo (HOBBS et al., 1996).



Os mesmos autores afirmam que o maleato de midazolam inicia sua agdo sedativa
em aproximadamente 15 minutos apds sua administracao IM, com o pico de agao
ocorrendo 30 a 60 minutos apds a injecdo. Apos injecdes IV, sua a¢do ocorre em 3 a 6
minutos. Sua meia vida de eliminagdo ¢ de 3 a 3,9 horas, sendo a distribuigdo e
eliminagdo linear de primeira ordem . O midazolam é um derivado benzodiazepinico de
curta acdo, tendo meia vida de eliminagao de 1,3 a 2,2 horas (BROWN et al., 1979
apud MASSONE, 1994).

Os benzodiazepinicos sdo geralmente submetidos a processos complexos de
biotransformacdo, sobretudo através de varios sistemas enzimaticos microssomais
diferentes no figado, sendo os principais a N- desmetilacdo e hidroxilacio (LARINE,
1997; PADDLEFORD, 2001). Os compostos hidroxilados sdo excretados sob a forma
conjugada como glicorunideos, enquanto os produtos N-desmetilados parecem ser
excretados conjugado e nao conjugado. Os principais metabolitos do diazepam sdo: o
nordiazepam que ¢ ativo e tem meia vida de eliminagdo de até 50 horas (FANTONI et
al., 2002); e o oxazepam, conjugado a nivel hepatico ¢ excretado pela bile sofrendo
hidrolise no intestino com liberacdo do composto ativo que ¢ reabsorvido, em
individuos normais a meia-vida do oxazepam ¢ calculada como sendo de 6 a 24 horas
A circulagdo éntero-hepatica do diazepam e de seus metabolitos pode ser parcialmente
responsavel pelos efeitos prolongados do composto. Em individuos submetidos a
tratamento continuo com diazepam observa-se um aumento consideravel da
concentragdo plasmatica de nordiazepam ou desmetildiazepam e acumulo deste
composto no cérebro. O diazepam atua como indutor enzimatico a nivel microssomal,
estimulando a sua propria biotransformacdo, o midazolam ndo produz indugdo

enzimatica (LARINE, 1997).

A maioria dos metabolitos sdo excretadas na urina. A curva de concentracao
plasmatica pelo tempo do diazepam ¢é bifasica: uma fase de distribuicdo inicial rdpida e
intensa e uma fase de eliminagdo terminal prolongada. A meia vida de eliminag¢dao pode
ser prolongada no recém nascido, nos idosos € nos pacientes com doenca hepatica

(LARINE, 1997; PADDLEFORD, 2001).



2.1.4 Mecanismos de a¢ao

Os benzodiazepinicos t€ém um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, sendo
que um fator marcante ¢ sua seletividade de agdo no SNC. O diazepam atua em sitios de
receptores especificos localizados nas terminagdes nervosas pds-sinapticas, sendo que a
maior concentracao destes receptores ¢ localizada no cortex cerebral . Quando utilizado
em doses farmacologicamente indicadas, ndo ocorre efeito direto nos 6rgdos periféricos

e nos tecidos (HAEFELY, 1983).

Os benzodiazepinicos exercem muitos de seus efeitos farmacologicos
potencializando a atividade dos neurotransmissores inibitorios do SNC (&cido gama
aminobutirico - GABA e a glicina) e abrindo os canais de cloro, com hiperpolariza¢ao
das membranas, impedindo a propaga¢do do impulso nervoso. Também produzem seus
efeitos combinando-se com receptores para as benzodiazepinas do SNC (BZ; e BZ,)
(SKARDA et al., 1997). Segundo Schatzberg e Cole (1993), os receptores especificos
sdo encontrados em varias regides do cérebro, estando acoplados aos receptores do

GABA, mediando ag¢des ansioliticas, sedativas e anticonvulsivantes.

O 4cido gama-aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitdrio,
existindo em 60-70% de todas as sinapses do cérebro, embora em concentragdes
variaveis (SWINYARD et al., 1988; FANTONI et al., 2002). Como a maioria dos
neurotransmissores, GABA ¢ armazenado em vesiculas sinapticas e liberado de uma
maneira dependente de calcio, logo apods a despolarizagdo da membrana pré-sinaptica.
Apos a liberagcdo de GABA na fenda sinaptica, este se liga a receptores GABA na
superficie do neurdnio pos-sinaptico. A a¢do do GABA termina quando é recaptado
para os terminais pré-sindpticos ou para o interior das células gliais, podendo ser
rearmazenado ou metabolizado. O desenvolvimento de substincias com propriedades
especificas antagonistas e agonistas especificas permitiu a descoberta de dois tipos de
receptores GABA, sendo chamados de GABAA, ¢ GABAgp . Os benzodiazepinicos
ligam-se ao receptor GABA,, aumentando a resposta inibitoria mediada pelo GABA,
por aumento da afinidade do receptor por GABA (MacDONALD e TWYMAN, 1991,
CORTOPASSI et al., 2002). O receptor GABA possui regides de reconhecimento para
diversas substancias, incluindo BZD, barbituricos, esterdides, picrotoxina, zinco e

avermectina (FANTONI et al., 2002).



2.1.5 Efeitos farmacologicos e indicacoes

Os benzodiazepinicos apresentam perfil farmacolégico semelhante, mas ha
diferengas quanto a seletividade pelos receptores, explicando os diferentes efeitos

farmacologicos.

O diazepam tem efeito calmante, relaxante muscular e anticonvulsivante. Sendo
utilizado para o alivio da ansiedade, tensdo, insonia, doengas neuromusculares com
espasticidade muscular, estados epilépticos, como medicamento pré-anestésico para
promover sedagdo e relaxamento muscular (SALIM, 1987; MASSONE,1994;
PADDLEFORD, 2001; FANTONI et al., 2002; ANDRADE et al., 2002). O diazepam ¢
utilizado como ansiolitico no cdo e no gato, bem como para fins sedativos, estados
convulsivos e como estimulante do apetite (KITCHELL, 1992). Em humanos o
diazepam também ¢ utilizado no tratamento de desintoxicacdao na dependéncia fisica de
outros sedativos incluindo o élcool, controlando e prevenindo delirios e alucinagdes

(BAN, 1969; MADALENA, 1975; SMITH, 1983; GILMAN et al., 1990).

Em obstetricia o uso dos benzodiazepinicos cresceu muito: sedacdo no trabalho de
parto, ameaca de feto prematuro, hipertensdo arterial, crises convulsivas, depressdo

puerperal (GILMAN et al., 1990).

O midazolam ¢ considerado como uma substancia que, apesar de ter as
caracteristicas das benzodiazepinas, exerce ainda uma ag¢do hipnoindutora anestésica,
inducdo do sono (MASSONE, 1994), além de uma ag¢do ansiolitica e miorrelaxante
(CORDIOLI, 2000). No homem, o midazolam parece ser um agente satisfatorio na
indugdo anestésica, porém nao pode ser usado isolado para manter uma anestesia
(BOOTH, 1992). Nas dosagens habituais para medica¢do pré- anestésicas nos humanos
(0,07 mg/kg IM) produz amnésia e poucos efeitos colaterais. A funcdo mental retorna
ao normal em 4 horas, tornando-o uma escolha para cirurgia ambulatorial ou anestesia
regional. (KENNEDY e LONGNECKER, 1996). Segundo Thurmon et al. (1996), os
efeitos de hipnose e sedagdo que sdo intensos em humanos nao se evidenciam tanto em
cdes e gatos, mas baixas doses de midazolam associados a opidides ou agentes
dissociativos previnem hipertonicidade muscular e aumentam a sedagdo (CORDIOLI,

2000).



O diazepam e o midazolam podem ser administrados por via oral, intramuscular ou
intravenosa. A injecao IV de diazepam deve ser lenta, evitando a formagao de trombo

venoso (PADDLEFORD, 2001).

2.1.6 Doses sugeridas

No cdo, o diazepam ¢ rapidamente biotransformado e a tolerdncia a seu efeito
antiepiléptico se desenvolve rapidamente (BOOTH, 1992). Para humanos, a dose
recomendada de diazepam ¢ muito variada, dependendo de diversos fatores, tais como o
objetivo do uso, a resposta individual a medicagdo e o critério médico (SALIM, 1987).

As doses indicadas, conforme a indicagdo e a espécie estdo na Tabela 1.

TABELA 1 - Dosagens e vias de administracdo indicadas do diazepam e midazolam em
caes, gatos, homens e ratos, conforme indicagao

Farmaco Indicacdes Espécie Dosagem Vias de
animal administracao
diazepam - convulsdes cdo e gato 5-20 mg ou 0,5-1 mg/kg ' v
homem até 60 mg ou mais 2 v
- pré-anestésico cdo e gato 0,4 mg/kg, maximo 10mg * IM, IV
rato 3-5 mg/kg * IP
- relaxante musc.  cdo 0,5-1 mg/kg > VO
e ansiolitico gato 0,3-0,8 mg/kg ° VO
homem 5 a 30 mg/dia > VO
midazolam - pré-anestésico cdo e gato 0,1-0,2 mg/kg * M, IV
homem 0,07 mg/kg 2 M, IV
rato 1-2 mg/kg ° IM, SC
- indutor do sono  homem 15-30 mg VO

"BOOTH, 1992; > SALIM, 1987; * PADDLEFORD, 2001; * ALLEN et al.,1993; > NELSON e¢ COUTO,
2001a.; ° MASON, 1997.



2.1.7 Reacoes toxicas e efeitos colaterais

Os efeitos cardiovasculares dos benzodiazepinicos sdo brandos, e isto encoraja seu
uso freqiiente em pacientes cardiopatas. O diazepam, no homem, em dose intravenosa
de 5 a 10 mg, provoca discreta diminui¢do da freqii€ncia respiratéria, na pressao arterial
e no trabalho sistélico ventricular esquerdo. O aumento da freqliéncia cardiaca e a
diminuicdo no débito cardiaco também podem acontecer. Os efeitos sdo infimos, e ¢
improvavel que os benzodiazepinicos fornecidos em doses terapéuticas usuais, por via
oral, deprimam significativamente a fun¢do cardiovascular (BALDESSARINI, 1996).
O midazolam tem efeitos colaterais hemodinamicos minimos, fornece amnésia
confidvel e reduz a dose necessaria de narcoticos durante a cirurgia (KENNEDY e
LONGNECKER, 1996). Ocasiona ligeira queda de pressdo arterial, decorrente da
reducdo da resisténcia vascular periférica (PADDLEFORD, 2001; FANTONI et al.,
2002).

Diazepam e midazolam podem causar amnésia anterograda, ocorrendo mais
freqiientemente nas primeiras horas apds a administragdo dos farmacos

(PADDLEFORD, 2001; FANTONI et al., 2002).

Os efeitos colaterais esperados dos depressores do SNC, constituidos de sonoléncia e
ataxia, representam extensdes das acdes farmacoldgicas destas medicagdes. Segundo
McNamara (1996), os efeitos colaterais principais do tratamento oral prolongado com
clonazepam sdo sonoléncia e letargia. Estes efeitos ocorrem em 50% dos pacientes no
inicio, mas tendem a ceder com a administracdo continuada. A incoordenagdo muscular
e a ataxia sdo menos freqiientes, embora estes sintomas possam ser mantidos em niveis
toleraveis reduzindo-se a dose ou a medida que esta ¢ aumentada. Um aumento na
hostilidade e na irritabilidade, além dos pesadelos vividos ou conturbadores, estdo
algumas vezes associados aos benzodiazepinicos. O ganho de peso, que pode ser

conseqiiéncia do aumento do apetite, pode ocorrer em alguns pacientes.

A superdose com benzodiazepinicos € freqiiente, mas as seqiielas graves sdo raras, a
menos que o etanol ou outras drogas também sejam consumidas. O tratamento para a
dosagem excessiva ¢ de suporte das fungdes respiratdria e cardiovascular. A descoberta

de que certos imidazol-benzodiazepinicos (flumazenila) apresentam efeitos antagonistas



seletivos contra os benzodiazepinicos, fornece o desenvolvimento de um antagonista
clinicamente 1til para pacientes que receberam doses excessivas de benzodiazepinicos
ou para reverter seus efeitos quando os mesmos ndo sdo mais necessarios
(BALDESSARINI, 1996). A dose do flumazenila ¢ de 0,02 a 0,1 mg/kg IV, seu efeito
tem duracdo de aproximadamente 1 hora (PADDLEFORD, 2001).

A dependéncia quimica em relacdo aos benzodiazepinicos pode se desenvolver se o
paciente ingerir dez a vinte vezes a dose normal por uns dois meses, ou ingerir a dose
indicada por um ano ou mais. Além da dependéncia quimica, os efeitos mentais
agradaveis e os aspectos hipnotizantes podem resultar em dependéncia mental ou
psicoldgica. A abstinéncia dos benzodiazepinicos causa um desejo forte da substancia,
seguindo de mais ansiedade, disturbios do sono, nervosismo e agitacdo, movimentos
trémulos e até alucinagdes. Algumas pessoas ficam com perda temporaria da visdo, da
audicdo ou do olfato. Os sintomas da abstinéncia evoluem e chegam ao auge na
primeira até a terceira semana. Isso pode incluir muitos acessos € convulsdes (INABA e
COHEN, 1991). Segundo O’Brien (1996), pode ser dificil distinguir os sinais e
sintomas de abstinéncia da medica¢ao do reaparecimento dos sintomas de ansiedade que

provocaram a prescri¢ao inicial.

Os sintomas de superdosagem abrangem sonoléncia, perda de consciéncia, depressao
respiratdria, coma e morte, para isto sdo necessarios 50 a 100 comprimidos de diazepam
para causar uma superdosagem. A relativa seguranca dos benzodiazepinicos nao
persiste quando eles sdo misturados com alcool ou outros depressores. Mortes podem
ser provocadas por alguns comprimidos e pequena quantidade de alcool (INABA &

COHEN, 1991).

2.2 Uso de medicacoes durante a gestacio

Ha varios cendrios envolvendo a seguranga do uso de medicag¢des durante a gestacao.
Pode-se fazer o uso de medicagdes em qualquer mulher ou animal em idade reprodutiva,
estas podem estar no inicio da gestag@o ou ter o inicio da gestagdo durante o tratamento.
Nestes casos, a exposi¢do ao farmaco ocorre durante a fase mais vulnerdavel do
desenvolvimento embriondrio. Também pode ser feita uma prescricdo quando ha

conhecimento da gestagdo, esta devendo ser criteriosa. Também pode ocorrer



automedicagdo, onde ndo ha orientacdo  profissional, muitas vezes havendo

desconhecimento de possiveis danos fetais (WEBSTER e FREEMAN, 2001).

Conforme Bernardi (1999), o periodo de desenvolvimento embriolégico e fetal
consiste em diversas mudancas, sendo estas marcadas por fases. O desenvolvimento de
mamiferos pode ser dividido em quatro fases: implantacdo, organogénese,
desenvolvimento fetal e periodo neonatal. Os medicamentos, quando utilizados no
periodo de organogénese, podem levar a teratogénese, se a lesdo for compativel com a
vida do animal, ou a embrioletalidade, caso ndo seja. Cada um dos sistemas em
formagdo apresenta um periodo critico, no qual ele ¢ mais suscetivel ao agente. No rato,
por exemplo, o acido acetilsalicilico so ¢ capaz de produzir fenda palatina se o feto for
exposto entre o 10° e 16° dias de gestacdo, periodo em que se forma o palato. Quanto
maior for o periodo de formacdo de um determinado sistema maior serd o risco de seu
desenvolvimento ser afetado por um determinado agente. Por isso, nos testes de
teratogenicidade sdo estudadas as possiveis anomalias Osseas dos animais, pois o
periodo de organogénese do esqueleto ¢ bastante longo. Na Fig. 2 estdo ilustrados os

periodos criticos do desenvolvimento do rato.
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FIGURA 2. Periodos do desenvolvimento dos diferentes 6rgdos e sistemas do rato,
segundo Bernardi (1999).

O periodo de implantacdo, assim como o periodo de organogénese e de
desenvolvimento fetal, ocorre em tempos diferentes nas diferentes espécies animais,

como exemplificado na Tabela 2 (BERNARDI, 1999).

Segundo o mesmo autor, os medicamentos que atravessam a placenta atingem o feto.
As substancias enddgenas ou exdgenas que atravessarem a placenta vao penetrar na
circulacao fetal através da via umbilical e passar pelo figado do feto antes de atingir o
coracdo e a circulacdo sistémica. O liquido amnidtico ¢ o mais importante reservatorio

de substancias exogenas do feto, e a principal via de excrecao.



TABELA 2. Periodo de desenvolvimento embriofetal de varias espécies animais,

segundo Bernardi (1999).

Periodo do desenvolvimento fetal apds a fecundacao (dias)

Espécie Implantacio Organogénese Desenvolvimento
Fetal
Camundongo 4-5 6-15 16-21
Rato 5-6 6-15 16-21
Coelho 7-8 6-18 19-33
Ovelha 16-17 14-36 37-150
Bovinos 22 15-45 45-290
Eqiiinos 37 12-60 60-336
Macaco 9-11 20-45 46-164
Homem 5-8 21-56 57-267

Estudos realizados na Italia (Instituto Mario Negri) com 14421 gestantes de vinte
paises mostraram que 86% das pacientes gestantes utilizavam alguma medicacdo
durante a gestagdo, variando de 1 a 34 tipos de medicagdes (COOPERATIVE, 1991
apud PRZYBYLSKI, 1995). Przybylski (1995) relatou que em um estudo realizado com
661 gestantes em Porto Alegre 75% (497) usaram medicamentos durante a gravidez,
sendo que 7,6% (50) apresentavam patologias cronicas, sendo as medicacdes prescritas
antes ¢ mantidas durante a gravidez. Dentre as medica¢des de uso cronico mais

utilizadas estavam os benzodiazepinicos diazepam (3,4%) e bromazepam (3,4%).

Os cfeitos gerados pela exposi¢do pré e perinatal podem levar a disturbios
irreversiveis, pois as alteragdes sao produzidas durante a formagao ou diferenciacao dos
orgdos (NEUBERT et al, 1977; LO e FRIEDMAN, 2002). Estudos na area da
toxicologia reprodutiva avaliam os efeitos das substancias quimicas utilizadas durante o
periodo pré-natal sobre o desenvolvimento fetal e possivel efeitos teratogénicos,
utilizando animais de laboratorio como modelos experimentais (NEUBERT et al.,

1977).

Existe uma classificacdo das medica¢des quanto ao seu fator de risco ao feto. Em
1979 a FDA propos uma classificacao para os fatores de risco :
e (ategoria A - Estudos controlados ndo encontraram riscos para o feto, sendo a

possibilidade de dano fetal remota.



e C(Categoria B - Nao ha estudos controlados em mulheres gravidas. Os estudos em
animais ndo demonstraram dano fetal, mas efeitos adversos podem ocorrer.

e Categoria C - Nao ha estudos controlados em mulheres gravidas, estudos em
animais demonstraram dano fetal. Usadas na gravidez somente se os beneficios
justificarem os riscos.

e (ategoria D - Ha evidéncias de risco fetal humano. Usadas somente se o beneficio
materno compensar o risco fetal.

e C(ategoria X - O dano fetal observado supera qualquer beneficio materno. Sao

medicagdes contra-indicadas em gestantes ou futuras gestantes (BRIGGS et al. apud

PRZYBYLSKI, 1995).

2.3 Teratologia

A palavra teratologia, derivado do grego feras significa monstro, ¢ o estudo do
desenvolvimento anormal ou producao de defeitos no feto. Esses defeitos podem ser
deformidades, rupturas, displasia ou malformagdes (HANSEN e YANKOWITZ, 2002).
Deformidade ¢ forma ou posicao anormal de uma parte do corpo. Ruptura ¢ um defeito
morfologico de um o6rgdo, parte do corpo, ou regido maior do corpo resultante do
desarranjo de um desenvolvimento originalmente normal ou de uma interferéncia sobre
ele. Displasia ¢ uma anormalidade da organizacdo das células ao formarem tecidos, ¢
um processo de desistogénese. Malformacdes sdo defeitos morfologicos de um érgao ou
parte de um corpo resultante de um processo de desenvolvimento intrinsicamente
anormal (BRUNONI, 2002). Conforme Bernardi (1999) malforma¢ao ndo significa
apenas formacao anormal de tecidos, mas também anormalidades bioquimicas. Estas
podem ser causadas pela acdo direta de um agente toxico sobre o feto ou através de a¢do

sobre 0 organismo materno.

Segundo o mesmo autor, as principais categorias de defeitos sao as malformacdes.
Estas podem ser malformagcoes menores, freqiientes na populacdo geral e ndo
acarretarem maiores problemas aos portadores, sendo muitas delas variantes normais do
fenotipo. As malfomagdes maiores sao as que trazem conseqiiéncia médica ou
cosmética ao portador, exigem tratamento cirurgico ou deixam seqiielas funcionais

importantes.



As principais anormalidades estruturais congénitas estdo presentes no nascimento em
aproximadamente 1 a 3 % dos humanos recém nascidos. Sendo que este niimero dobra
até o primeiro ano de vida, por causa das anormalidades ndo diagnosticadas no
nascimento, como alguns defeitos cardiacos como exemplo. A incidéncia de disfungdes
congénitas (ex. retardo mental) ¢ dificil de mensurar como uma taxa para os humanos,
devendo estar em torno de 10% dos recém nascidos. As causas destas anormalidades
podem ser genéticas, como mutagdes espontidneas ou toxicas (efeitos teratogénicos)

(NEUBERT et al., 1992).

Teratogenicidade ¢ uma inducdo exogena de anormalidades de desenvolvimento
estrutural ocorrida durante a fase de organogénese (NEUBERT et al., 1992;
BERNARDI, 1999). Segundo Osweiler (1998), teratogenia ¢ o desenvolvimento de
defeitos funcionais ou estruturais ndo letais no feto. A suscetibilidade a alteragoes
morfolégicas aumenta a medida que as camadas germinativas comecam a diferenciar,
ocorrendo com maior probabilidade no inicio da organogénese (fim do primeiro terco da
gestacdao) do que quando os 6rgaos estdo diferenciados, durante os estagios de clivagem,
os toxicantes usualmente causam morte do concepto. As alteragdes funcionais afetam
processos homeostaticos ou metabolicos (p.ex., o desenvolvimento e a ativagdo de uma
enzima especifica) e ocorrem apo6s o final da organogénese. As alteragdes funcionais
podem ocorrer sem alteragcdes morfologicas detectaveis. Durante o periodo de gestacao,
a exposicao materna a um agente quimico toxico pode levar a diversas respostas e seu

efeito final pode variar desde a morte até o nascimento de um individuo normal (Fig.3).
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FIGURA 3. Conseqiiéncias da exposi¢do materna aos agentes quimicos durante a
gestacdo. Segundo Lemonica (1996) modificado.

Como todos os efeitos toxicos, os efeitos teratogénicos sdo dose-dependentes. A
redu¢do da dose e da exposicdo, sao os métodos mais eficazes de reduzir o risco

(NEUBERT, 1992).

A resposta ao teratdogeno ¢ amplamente dependente do gendtipo do embrido, a
talidomida, por exemplo, ¢ teratogénica a humanos, coelhos € macacos € nao ao rato. A
resposta ao teratdgeno também varia dependendo do estdgio de desenvolvimento
atingido pelo concepto, como na exposi¢ao da espécie humana ao virus da rubéola, onde
temos anormalidades Opticas e cardiacas quando a exposi¢do ocorre no primeiro

bimestre de gestacdo, enquanto que na exposi¢do no terceiro meés, leva a génese de



malformagdes Oticas. Outro fator diferenciador dos efeitos ¢ o estdgio de

desenvolvimento do concepto no momento da exposicdo (OSWEILER, 1998).

Como causadores de teratogenia pode-se citar como agentes fisicos como a
exposicdo a radiagdes e 0 aumento da temperatura; agentes bioldgicos, como o virus da
rubéola, o citomegalovirus e os protozoarios do género Toxoplasma; agentes quimicos
como os farmacos, agroquimicos, contaminantes ambientais e aditivos alimentares

(MORON, 2002; LEMONICA, 1996).

A maioria das medicagdes suspeitas de causar dano fetal produz pequeno aumento de
incidéncia de anomalias sendo estas também encontradas em popula¢des ndo expostas,
porém ¢ importante considerar o risco relativo para se avaliar a incidéncia de
malformagdes - relacdo entre a incidéncia de fetos expostos e ndo expostos a uma
determinada substancia. Uma medicacdo de risco relativo 2, por exemplo, dobraria as
chances de malformagdes entre os usudrios desta medicacio (RAYBURN e

MARSDEN, 1993).

De todas as medicacdes avaliadas para prescricdo, apenas em torno de 20
medicagdes ou grupos de medicacdes (Tabela 3) sdo reconhecidas como sendo
teratogénicas para humanos (JONES, 1999 apud WEBSTER e FREEMAN, 2001). Nos
ultimos anos houve consideravel evidéncia que duas outras drogas também sao
teratogénicas para o homem: a prostaglandina misoprostol quando utilizada em doses
abortivas (GONZALEZ et al.,1998 apud WEBSTER e FREEMAN, 2001) e talvez o
agente antifungico fluoconazol (PURSLEY et al., 1996 apud WEBSTER ¢ FREEMAN,
2001).

Além das medicagdes comprovadamente teratogé€nicas, existem mais de 175
substancias quimicas listados como tendo potencial toxicante reprodutivo segundo
Proposta 65 na California. Nessa lista, porém sdo citados outros quimicos que nao
medicacdes. A Proposta 65 foi decretada na California por perceberem que nao estavam
sendo protegidos pelas agéncias regulamentadoras locais, estaduais ou federais, sendo
publicado uma lista de substincias quimicas toxicantes reprodutivas e de

desenvolvimento (MATTISON, 1992).



TABELA 3 — Grupos e substancias reconhecidas como teratogénicas para humanos,

segundo Webster e Freeman, 2001, modificado

anticonvulsivantes:
hidantoina (p.ex., fenitoina)
primidona
dionas (p.ex., trimetadiona)
acido valpréico
carbamazepina
agente antineopldsicos
agentes alquilantes
bussulfano
ciclofosfamida
clorambucil
mecloretamina
antimetabolitos
aminoterina
metotrexato
citarabina
hormonios androgénicos
(p.ex., danazol)
drogas antitiredideas
(p.ex., propiltiouracil)
antibioticos aminoglicosideos
(estreptomicina)
anticoagulantes cumarinicos
(p.ex., varfarina)
dcidos retindicos
(p.ex., isotretinoina)
inibidores EAC (enzima conversora de angiotensina)
(p. ex., captoprila)
tetraciclinas
(p.ex., tetraciclina)
outras medicacoes
dietilestilbestrol
talidomida
penicilamina
litio

Apesar de apenas aproximadamente 20 a 30 medicamentos serem reconhecidas
como teratogénicas, 7% dos mais de 1000 medicamentos listadas no Guia de
Referéncias Médicas da FDA sao classificadas na categoria X. Esta ¢ uma das razodes
pela qual a Sociedade de Teratologia sugere o abandono da classificagdo da FDA. Uma
opcdo para se obter informagdes atualizadas ¢ a utilizagdo de banco de dados como

REPROX e TERIS. Estes podem ser adquiridos para o uso em computadores pessoais.



Outros bancos de dados direcionados a médicos e ao publico podem ser achados on line

(HANSEN e YANKOWITZ, 2002).

A Tabela 4 resume os efeitos de alguns medicamentos que produzem malformagdes

e outros efeitos na reproducdo de animais, quando empregados nos diferentes periodos

de desenvolvimento (BERNARDI, 1999).

TABELA 4. Medicamentos que produzem teratogénese, anomalias fetais ou efeitos
toxicos no desenvolvimento de animais, segundo Bernardi (1999)

Medicamento Anomalia

Horménios

Andrégenos Virilizagao de fémeas, defeitos genitais
Estrogenos Feminiza os fetos machos

Progesterona Defeitos genitais, masculinizagdo de fémeas
Dietilestilbestrol Virilizante, embrioletalidade, criptorquidia
Glicocorticoides Fenda palatina

Anticonvulsivantes

Fenitoina e trimetadiona
Difenil-hidantoina
Acido valproico

Antibiodticos e
quimioterapicos
Aminoglicosideos
Cloranfenicol
Cloroquina
Griseofulvina,
miconazol e
cetoconazol
Tetraciclinas
Sulfonamidas

Anticoagulantes
Varfarina e
heparina

Fenda palatina, defeitos cardiovasculares, hipoplasia de
dedos, baixo peso ao nascer, morte fetal

Microcefalia, anormalidades craniofaciais e cardiacas,
hipoplasia digital

Defeitos no tubo neural, lesdes espinhais, hidrocefalia

Dano no VIII nervo (ototoxicidade, surdez, desequilibrio)
Morte fetal
Retinopatia
Malformagdes do cranio, face, coracdo, palato e vértebras

Descoloragdo dos dentes, incorporagao no tecido dsseo
Ictericia neonatal

Malformagdes no SNC, olhos e coragao, abortos,
natimortos, baixo peso ao nascer, retardo crescimento



(Cont.) TABELA 4. Medicamentos que produzem teratogénese, anomalias fetais ou
efeitos toxicos no desenvolvimento de animais, segundo Bernardi (1999)

Medicamento Anomalia

Antiparasitarios

Parbendazol, Teratogénese generalizada e embrioletalidade
hicantone e
cambendazol

Tiabendazol Fenda palatina, fusdo de vértebras, malformacgdo dos

membros
Triclorfono Anormalidades esqueléticas, lesdes no SNC

Vitaminas e metais
Vitamina A
Vitamina D
Arsénico

Cadmio

Chumbo

Manganés
Mercurio

Zinco

Analgésicos
Salicilatos

Anti-histaminicos
Clorciclizina,
ciclizina

Exoftalmia, microftalmia, anomalias faciais e de membros
Anomalias Osseas

Malformacao geniturinaria, anormalidades 0sseas

Fenda palatina, malformac¢ao mandibular

Hemorragias cerebrais, hidrocefalia, anormalidades SNC
Alteracdes esqueléticas e ataxia

Malformagdes do SNC, olhos e corpo

A deficiéncia leva varios defeitos, hidrocefalia

Abortos ou reabsor¢des, malformacdes esqueléticas,
espinha bifida, anormalidades cardiacas, hemorragias

Fenda palatina, microstomia, cataratas, braquignatia,
abortos

Recentemente, no Brasil, foi criado um Sistema Nacional de Informagdes sobre

Agentes Teratogénicos na Gestacdo conhecidos como SIATs ou Disque-Gestante. Os

SIATs tém a finalidade de esclarecer duvidas de gestantes, médicos e pesquisadores a

respeito dos efeitos teratogénicos de medicamentos, radiagdes e doencas incidentes

durante a gestacdo (BRUNONI, 2002; UFRJ, 2002).



2.4 Avaliacao de toxicidade reprodutiva

Toda substancia, segundo a toxicologia, pode ser considerada um agente toxico,
dependendo das condi¢des de exposicdo. A toxicidade de uma substancia a um
organismo vivo pode ser considerada como a capacidade de causar dano grave ou
morte. Em virtude do embrido e o feto serem particularmente sensiveis, as gestantes
devem tomar cuidados especiais, evitando a exposi¢ao as substancias toxicas (BARROS

e SOLANGE, 1996).

A toxicologia do desenvolvimento estuda os efeitos adversos que ocorrem nos
organismos em desenvolvimento decorrentes da exposi¢do a substancias quimicas antes
da concepcdo, durante o desenvolvimento pré-natal ou pds-natal até a puberdade. A
toxicologia do desenvolvimento engloba a teratologia e a toxicologia da reprodu¢ao

(BARROS e SOLANGE, 1996).

Toxicidade reprodutiva ¢ a ocorréncia de qualquer interferéncia causada por alguma
substancia na capacidade reprodutiva de machos e fémeas, incluindo o desenvolvimento

pré-natal (NEUBERT et al. 1992).

Quando se inicia um estudo toxicoldgico reprodutivo, deve-se aproximar as
condi¢des em que as intoxicagdes ocorrem com as condi¢gdes propostas em ambiente
laboratorial, sem que se interfira no processo fisiolégico completo dos animais em

estudo (EPA, 1996).

Nos estudos de toxicidade, animais sdo utilizados no lugar do homem. A escolha dos
animais de laboratorio nos testes toxicoldgicos esta baseada na sua facil manutencao e
observacdo, na possibilidade da utilizagdo de um grande nimero de individuos, com
ciclos vitais curtos, alta prolificidade, padronizagdo genética e do ambiente de
laboratorio. As espécies de laboratorio convencionais sdo o Mus domesticus domesticus
(camundongo) e o Rattus norvergicus (rato). As ratas sdo poliéstricas anuais,

manifestam vérios ciclos estrais de 4 a 5 dias, ao longo de um ano (COBEA, 1996).



Os ratos sao os modelos preferenciais para avaliacao dos efeitos de xenobiodticos
sobre a reproducgdo e fertilidade animal e humana, porém sdo exigidas duas espécies,

sendo uma nao roedora, como os coelhos (NEUBERT et al., 1977).

Freqiientemente a linhagem de rato utilizada ¢ a Wistar. A maturidade sexual ¢
atingida entre 60 e 75 dias. A fertilidade maxima dos machos estd entre 100 e 300 dias e
nas fémeas entre 90 e 120 dias. A senescéncia reprodutiva se d4 aproximadamente a

partir de 360 dias de idade (COBEA,1996; CHAHOUD e KWASIGROCH,1977).

Os ciclos estrais estao divididos em quatro fases, segundo Chahoud e Kwasrigroch
(1977):

a) proestro — duragdo de 12 horas, fase caracterizada pelo grande nimero de
células nucleadas e células proliferativas do epitélio vaginal ;
b) estro — duracdo de 14 horas, fase caracterizada pela presenca de células
cornificadas e anucleadas, a ovulacdo ocorre nesta fase, durante o periodo
escuro;
¢) metaestro — duragdo de 21 horas, fase com iniumeros leucocitos, filamentos
de muco e células poligonais nucleadas;
d) diestro — fase com duracdo de 57 horas, sendo o periodo de repouso entre
os periodos de acasalamento, estando a mucosa vaginal fina, com muitas
células do tipo epitelial, muco e leucdcitos. O tempo de gestagdo das ratas é de

20 a 23 dias, sendo 21 dias o tempo mais freqiiente.

Conforme Bernardi (1999), a gestagdo ¢ dividida em fases, nos ratos essas fases sio:

a) pré-implantagdo — dia da concepcao (dia zero) até o 5° dia ;

b) implantacdo — 5° ¢ 6° dias;
c) organogénese —do 6° ao 15° dia;

d) desenvolvimento fetal — 16° ao 21° dia.

No final da organogénese inicia-se o periodo de maturacdo e de diferenciacao

cerebral, que s ira terminar no periodo neonatal.

Nos estudos de teratogenicidade a rata, apesar de inlimeras vantagens, possui a

desvantagem de ter baixa sensibilidade a efeitos teratogénicos em relacao a algumas



substancias (cortisona e talidomida), recomendando-se a utilizagdo de uma segunda
espécie, preferencialmente uma ndo roedora. A talidomida, por exemplo, ¢ uma
substancia que ndo apresenta toxicidade para o rato, mas possui alto grau de efeito
teratogénico para o homem. Outro exemplo ¢ o metotrexato, sendo este teratogénico

para ratos e nao para macacos ¢ humanos (NEUBERT e CHAHOUD, 1995).

Nos estudos de toxicidade reprodutiva, sdo avaliados efeitos sobre a fertilidade,
transporte e implantacdo do =zigoto, desenvolvimento embriondrio, potencial
teratogénico, parto, lactacdo, desmame e desenvolvimento de anomalias pds-natal. Com
relagdo as dosagens , trés dosagens devem ser testadas: a maior dosagem que causa o
menor efeito toxico (como a redu¢do do ganho de massa corporal em relagdo ao grupo
controle), a menor dosagem que, abaixo da dosagem toxica, manifesta atividade
farmacoldgica para a espécie em estudo (LOEL — dose) e outra dosagem intermedidria

(FROHBERG, 1977).

As agéncias normativas internacionais, EPA (1996), FDA (Food and Drug
Administration) e OECD (Organization for Economic Cooperation and Development),
estabelecem, de acordo com o produto a ser testado, protocolos a serem elaborados que
resumem os testes chamados de 3 segmentos e que abrangem todos os periodos do ciclo

evolutivo (LEMONICA,1996).

Segmento I — Avalia efeitos toxicos na fertilidade de machos e fémeas. Os animais
sdo tratados com a substincia teste por um periodo de tempo que antecede o
acasalamento, por no minimo 60 dias no caso dos machos, para que se possa abranger
um ciclo espermatico completo, e 15 dias para as fémeas, para abranger pelo menos trés
ciclos estrais. Apds o acasalamento as fémeas sdo tratadas durante todo o periodo de
gestacdo e lactagdo com a substidncia. Ao final da gestacdo, metade das fémeas ¢
sacrificada, seu contetido uterino examinado para determinagdo de perdas pré e pos-
implantacdo e os fetos examinados quanto a presenga de malformagdes. A outra metade
das fémeas ¢ deixada parir naturalmente e os recém nascidos observados durante todo o
periodo de aleitamento, durante o qual as maes continuam recebendo a substancia em
estudo e, apos sdo sacrificados e observados quanto a presenga de malformagdes

internas. Este estudo nos informa sobre a capacidade reprodutiva materna, a fertilidade,



a taxa de gestagdo e a viabilidade dos fetos, do nascimento até o periodo de desmame

(LEMONICA, 1996; NEUBERT et al., 1992).

Segmento 2 — Avalia a toxicidade pré-natal, sdo os testes de teratogenicidade
propriamente ditos. O teste ¢ usado para avaliar substincias usadas para tratamento
médico, € menos freqiientemente para substancias ambientais. Rotineiramente os ratos e
coelhos sdo as espécies selecionadas para estes testes. Também se pode utilizar
camundongos, caes e gatos, e menos freqlientemente utiliza-se hamsters e, em situagdes
especiais primatas ndo humanos. O agente em estudo ¢ administrado durante o periodo
de organogénese, ratos e camundongos do dia 5 ao dia 15 da gestacdao, em coelhos do
dia 6 ao dia 18 da gestacdo. E realizada cesariana no ultimo dia de gestagdo, momento
em que os fetos sdo eutanasiados para avaliagdo. O tempo de gestagdo médio das ratas ¢
de 21 dias, 18 dias do camundongo e 29 dias do coelho. Os fetos podem ser avaliados
quanto a alteracdes esqueléticas e viscerais. Além das alteracdes fetais, também sao
avaliadas toxicidades maternas (ganho de peso etc.), embriomortalidade e peso fetal.
Como alternativa pode-se separar uma parte dos neonatos e observar seu

desenvolvimento pos-natal (NEUBERT et al., 1992).

Segmento 3 — Avalia os possiveis efeitos no desenvolvimento peri e pods-natal.
Apesar de ser similar ao segmento 1 em alguns aspectos, diferencia-se quanto ao
periodo de tratamento, no final da gestacdo apenas. Por esta razdo, em geral é possivel
investigar os efeitos de doses mais altas em relagao ao segmento 1 (NEUBERT et al.,
1992). O agente em estudo ¢ administrado a mae durante o periodo fetal e de
aleitamento, em ratos do dia 15 da gestagdo, até o dia 21 no pds-parto, quando ocorre o
desmame. S3o analisados os cuidados maternos com a prole, e os recém nascidos
estudados quanto ao seu desenvolvimento fisico e neurocomportamental. De acordo
com o produto a ser testado, os testes solicitados podem requerer o estudo de uma

segunda geracdo (LEMONICA, 1996).



2.5 Efeito dos benzodiazepinicos durante a gestaciao

A seguranga do uso de benzodiazepinicos durante a gestacdo ainda ndo estd
estabelecida. Os benzodiazepinicos deprimem a fun¢do do SNC no neonato e, em
especial , no prematuro. As concentracdes destas medica¢des no sangue do corddo
umbilical podem superar as da circulagdo materna, o feto € o neonato sdo menos
capazes de biotransformar os benzodiazepinicos que os adultos. Assim, a exposi¢do
intra-uterina aos benzodiazepinicos pode levar a necessidade de suporte respiratorio
apds o nascimento (BALDESSARINI, 1996). As referéncias na literatura sao
embasadas na maioria das vezes no relato de casos isolados. Muitos estudos indicam
que o risco de malformagdes associadas a exposicao pré-natal aos benzodiazepinicos ¢
pequeno. Porém, podem ser observadas hipotonicidade neonatal e sindrome de

abstinéncia nos fetos expostos a benzodiazepinicos de longa duracdo (ASHTON,1987).

Estudos com tratamento pré-natal com doses diarias de diazepam em ratas constatam
alteracdes na maturacdo da atividade motora espontanea e reflexos acusticos de ameaga,
porém ndo foi identificado um mecanismo neuronal responsavel por tais alteragdes
funcionais, que podem persistir no rato adulto (KELLOGG et al., 1980; KELLOGG et
al., 1983 apud SHIBUYA et al., 1986).

Existem relatos em humanos e estudos em animais de laboratério sobre os efeitos
deletérios do diazepam utilizado no periodo pré-natal em relagdo a alteragdes
comportamentais (SHIBUYA et al., 1986). Constatou-se mudanga comportamental com
a utilizagdo de agentes GABA¢érgicos (dentre os quais os benzodiazepinicos midazolam
e clonazepam), através de estudo verificando a emissdo de vocalizag@o ultrassonica em
ratas, sendo esse teste util para a verificagdo precoce na detec¢do de teratogenia

comportamental (TANNHAUSER, 2002).

Relataram-se disturbios da regulagdo termogénica nos recém nascidos, diminui¢ao
dos movimentos intra-uterinos fetais (BIRGER et al. , 1980 apud PRZYBYLSKI, 1995)
e perda da variabilidade nos tragados cardiograficos durante a gravidez e o parto

(SCHER et al. 1972; VANGEIJN et al., 1980 apud PRZYBYLSKI, 1995).



A sugestdo mais evidente de alteracdo morfoldgica, mas ainda ndo comprovada , foi
que pode haver um pequeno aumento no risco de deformidade de fenda na linha média
do palato ou do labio, embora este permaneca bem abaixo do risco total de defeitos
congénitos (cerca de 2 a 5% na populacdo geral) e seja passivel de corregdo cirurgica
(BALDESSARINI, 1996). Em 1975, Saxen e Saxen associaram a fenda palatina a
ingestdo materna de diazepam (BOOTH,1992; SAFRA et al.,1975).

Segundo Schalappi, (1983) o midazolam ndo ¢ embriotéxico em animais de

laboratério ou mutagénico em teste in vitro.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos teratogé€nicos dos benzodiazepinicos diazepam e maleato de

midazolam na administra¢ao pré-natal em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos do diazepam nas progenitoras tratadas do 6° ao 15° dia de
gestacdo, referente as variaveis de toxicidade sistémica.

- Avaliar os efeitos do diazepam nas progénies expostas durante a organogénese
sobre o seu desenvolvimento, evidenciando as malformagdes esqueléticas.

- Avaliar os efeitos do maleato de midazolam nas progenitoras tratadas do 6° ao
15° dia de gestacao, referente as varidveis de toxicidade sistémica.

- Avaliar os efeitos do maleato de midazolam nas progénies expostas durante a
organogénese sobre o seu desenvolvimento, evidenciando as malformagdes
esqueléticas.

- Comparar os efeitos teratogénicos do diazepam e maleato de midazolam em

progénies expostas no periodo de organogénese.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Medicac¢odes

Foram utilizados neste trabalho os seguintes benzodiazepinicos:

- produto comercial Valium® 10 mg, comprimidos, nome genérico Diazepam,
produzido pelo laboratério Roche (Rio de Janeiro/RJ). Composto de 10 mg diazepam
(7-cloro - 1,3- diidro-1- metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina), tendo como excipientes:
lactose, amido de milho, 6xido de ferro amarelo e estearato de magnésio.

- produto comercial Dormonid® 15 mg, comprimidos, nome genérico Maleato de
midazolam, produzido pelo laboratorio Roche (Rio de Janeiro/RJ). Composto de 20,40
mg de maleato de midazolam, que corresponde a 15 mg de midazolam (8-cloro-6-(2-
fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo [1,5 a] [1,4] benzodiazepina), tendo como excipientes
lactose, celulose microcristalina, amido de milho, estearato de magnésio,
hidroxipropilmetilcelulose, copolimero do acido metacrilico, polietilenoglicol 6000,

polietilenoglicol 400, talco, di6xido de titanio, carboximetilcelulose e indigocarmin.

O diazepam foi diluido em polietilenoglicol (PEG) 40 %, fornecido pela farméacia de
manipulagdo Bellfarma (Farmécia Gehlen & Cia). O maleato de midazolam foi
solubilizado em 4agua destilada. As doses foram calculadas em mg/kg, e o volume final

para as medicagdes foi de 10 ml/kg de peso.



4.2 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Bésicas
da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As fémeas utilizadas
eram adultas, com idade entre 120 e 140 dias, virgens, sua massa corporal inicial foi de
220g + 35,2. Os machos tinham idade de 120 a 140 dias. Os animais foram mantidos no
Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia do ICBS com condi¢des de
temperatura de 20 a 24° C, tendo um ciclo de luz com 12 horas de claridade (9 - 21h) e
12 de escuriddo (21h — 9h). Foram alimentados com ragao comercial Nuvilab CR 1
(Nuvital, Colombo/PR) e 4gua ad libitum durante todo o periodo experimental. Os
animais foram adaptados as condi¢des do biotério durante 30 dias antes de iniciar o

experimento.

Foram utilizadas no ensaio prévio 9 ratas fémeas, 3 por grupo e 3 machos. No estudo
principal utilizou-se cerca de 55 fémeas e 15 machos, até que se obteve o nimero de
ratas gestantes desejado. Os machos foram mantidos em caixas individuais de
polipropileno (45cm x 30cm x 14 cm) e as fémeas agrupadas em cinco em caixas de

mesmo tamanho.

4.3 Acasalamento

O acasalamento ocorreu entre 7 e 9h, durante as duas ultimas horas do periodo de
escuriddo. Na caixa de cada macho, foram introduzidas 3 fémeas. Apds este periodo as
fémeas eram retiradas das caixas dos machos e realizava-se lavado vaginal com solugao
fisiologica para esfregaco vaginal. O esfregago vaginal era analisado em microscopio

optico com aumento de 10 vezes, para a detecg¢@o de espermatozoides.

As fémeas que apresentavam esfregago positivo para a presenca de espermatozodides
eram consideradas prenhes, sendo entdo separadas em caixas individuais (30cm x 19cm
x 11cm). O dia do diagnoéstico de esfregago positivo era considerado como dia 0 (zero)
da gestacdo. As fémeas que apresentavam esfregaco vaginal negativo continuavam em

acasalamento.



4.4 Tratamento dos animais

Para a avaliacdo dos farmacos foi utilizado o segmento II de avaliagdo de toxicidade
pré-natal, conforme normatizacdo da Enviromental Protection Agency (EPA, 1996) e
recomendacdes da FDA (Food and Drug Administration) e da OECD (Organization for

Economic Cooperation and Development).

Para a determinacdo das dosagens utilizadas neste experimento realizou-se um
ensaio prévio no qual utilizou-se um grupo piloto. O objetivo foi de determinar uma alta

dose que nao resultasse em alteracao no consumo de alimento ou agua.

Os trés grupos de tratamento foram formados por fémeas a partir do dia zero da
gestacdo. Foram constituidos trés grupos:

1) DZ (diazepam) com N final = 15.

2) MZ (midazolam) com N final = 14.

3) Controle com N final = 13.

O grupo DZ recebeu 10 mg/kg de diazepam (Valium®), o grupo MZ recebeu 5

mg/kg de midazolam (Dormonid®), o grupo controle recebeu dgua destilada.

As fémeas foram tratadas do 6° ao 15° dia de gestacdo, a administracdo foi feita por

via oral, com o auxilio de sonda flexivel oro-gastrica n°® 4.

4.5 Gestacao

A massa corporal das fémeas gestantes foi medida diariamente e relacionada a massa
corporal do primeiro dia de gestacdo, que foi considerada 100% (massa corporal
relativa). Os consumos de dgua e racdo durante a gestacdo foram medidos diariamente e
relacionados & massa corporal média do periodo (consumo relativo a massa corporal

individual), conforme formulas a seguir:

massa corporal relativa = massa corporal diaria x 100
massa corporal do dia zero



consumo relativo de ragdo =  consumo de ragdo (g) x 100
massa corporal

consumo relativo de 4gua=  consumo de 4gua (ml) x 100
massa corporal

As fémeas foram observadas durante o tratamento quanto a alteracdes sistémicas e

abortos durante a gestagao.

4.6 Sacrificio das progenitoras e cesariana

As fémeas gestantes foram sacrificadas no 21° dia de gesta¢dao. Depois de aferida a
massa corporal das fémeas gestantes, cada fémea era decapitada com a utilizacdo de

guilhotina.

Realizava-se o procedimento de histerectomia através de incisdo na linha média
ventral do xiféide ao pubis da pele e parede abdominal com uma tesoura de
Metzembaum. O utero era removido juntamente com os ovarios através de incisdo do
ligamento suspensor do ovdrio, ligamento largo do utero e cérvix. Retirava-se os
ovarios. Era mensurada a massa corporal da fémea sem o utero, assim como do tutero
com os fetos. O utero era incisado e os fetos removidos individualmente, conforme sua
posi¢do no utero, obedecendo a ordem da direita para a esquerda. Realizava-se seccdo
do corddo umbilical, secagem com papel toalha, observacao de sinais vitais, sexagem,
identificacao individual (numerados com caneta com tinta de marcador permanente),
mensuracdo da massa corporal individual e avaliacdo macroscdpica externa quanto a
malformagdes. Das ratas progenitoras foram retirados e pesados figado, rins pulmdes,
coragdo e bago, assim como se realizou a contagem de corpos luteos e implantes
uterinos. Os 0rgdos eram inspecionados quanto a alteragdes macroscopicas. A massa
dos orgdos foi mensurada e relacionada & massa corporal sem o utero, conforme
seguinte formula:

massa relativa do 6rgdo = massa do 6rgdo_ x 100
massa corporal sem utero

Os fetos foram colocados em solug¢do de formol tamponado a 10% por no minimo 7

dias, até o inicio do processo de diafanizagao.



4.7 Método de coloracao dos fetos

Os fetos foram analisados quanto a alteracdes esqueléticas, para isso foi realizado o

processo de diafanizagdo, conforme técnica modificada de Taylor e VanDyke (1985).

Os fetos fixados em solucdo de formol 10% tamponado por no minimo 7 dias foram
transferidos para cubas de vidro temperado, com divisdo individual através de suporte
metalico com pequenas aberturas para drenagem das solugdes utilizadas e tampadas

com placa de vidro transparente.

Primeiramente realizou-se a desidratacdo dos fetos com alcool etilico 70% durante

48 horas e em alcool etilico absoluto (96°GL) por mais 24 horas.

Os fetos foram eviscerados através de uma abertura proxima ao umbigo, com o
auxilio de um bisturi. Por esta abertura foram removidas as visceras abdominais e
toracicas. Também foi retirada uma por¢do de tecido adiposo localizado na regido

cervical dorsal dos fetos.

Os fetos foram colocados em uma solugdo tamponada para a neutralizacdo do pH
durante dois dias. Esta solucdo constava de 70% de dgua destilada e 30% de solugdo

aquosa saturada de borato de sddio.

Na fase seguinte de clarificacdo foi colocada solucdo clarificadora, esta constando
de solucdo tampao adicionada de 1 grama de tripsina por litro (solucdo digestiva), a
cuba era entdo colocada numa estufa com temperatura de 37 °C durante algumas horas
no dia para a atuagcdo da tripsina. A solucdo de digestdo era substituida quando

apresentava turbidez, até que os fetos apresentassem transparéncia.

Para a coloragdo dos ossos dos fetos, utilizou-se uma solucao aquosa de KOH 1,5%
adicionada do corante vermelho de alizarina (quantidade suficiente para tornar a solu¢ao
lilas). Os fetos ficaram imersos nesta solucao até a coloracdo total dos ossos, sem a

coloracdo dos demais tecidos.



Os fetos entdo passaram por uma seqiiéncia de imersdes de 48 horas em cada uma
das solucdes de glicerina a 40% e 70% em hidroxido de potassio a 1% e em glicerina a

100%, onde foram conservados.

4.8 Diagnéstico das alteracdes dsseas

Os fetos foram avaliados individualmente quanto a presenca de alteracdes
esqueléticas por meio de microscopio estereoscopico. As alteragdes esqueléticas foram
avaliadas de acordo com o Atlas de Anomalias Esqueléticas em Ratos (CHAHOUND,
1996) e denominadas conforme a terminologia estabelecida pela International

Federation of Terminology Societies (WISE et al., 1997).
4.9 Variaveis avaliadas
4.9.1 Progenitoras

As variaveis avaliadas nas progenitoras foram massa corporal relativa, consumos
relativos de dgua e ragdo, a massa relativa dos oOrgdos e os indices reprodutivos,
incluindo o nimero de fetos por progenitora e as perdas pré e poOs-implantacdo,

conforme formulas a seguir (LEMONICA et al., 1996).

Perdas pré-implantacdo = n°® de corpos luteos — n® de sitios de implantacdo x 100
n° de corpos luteos

Perdas pos-implantagao = n° de sitios de implantagdo — n°® de fetos x 100
n° de sitios de implantagado

4.9.2 Taxas avaliadas nos fetos

Nos fetos avaliou-se massa corporal e os indices fetais, tais como taxa de natalidade,
propor¢do de sexo, malformac¢des macroscopicas externas ¢ alteragdes esqueléticas,

calculadas conforme formulas a seguir (EPA, 1996).



Taxa de natalidade = n° de fetos removidos vivos x 100
n° total de fetos removidos

Proporcao de sexo = n° de fetos machos
n° de fetos fémeas

Taxa de malformacgdes externas = n° de fetos com malformacdes externas x 100
n® de fetos

Taxa de alteragdes esqueléticas = n° de fetos com alteragdes esqueléticas x 100
n° de fetos

4.10 Analise estatistica

As varidveis quantitativas referentes ao ganho relativo de massa corporal, consumo
de agua e racdo diarias das fémeas gestantes dos trés grupos foram comparados por
meio de andlise de varidncia com medidas repetidas (ANOVA - MR), os indices
reprodutivos, a massa relativa dos o6rgados das fémeas progenitoras, o nimero de feto e a
massa corporal dos fetos foram comparados por meio de andlise de varidncia
(ANOVA). Como complementagdo utilizou-se teste de Dunnett. Sempre que se fez

comparacao entre as médias, utilizou-se o Teste de Tukey.

As variaveis qualitativas de indices fetais, como proporcdo de sexo, taxas de
alteracdes esqueléticas, foram comparadas pelo teste qui-quadrado. O peso médio dos
sexos nos diferentes grupos foi avaliado através do teste t-student estratificado por cada

um dos grupos.

Todas as variaveis foram analisadas com uma confianga de 95%, nivel de

significancia a = 0,05.

Utilizou-se os programas software SAS versdo 8.2, SPSS versao 8.0, EXCEL 4.0.



S RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a gestagao

A Figura 4 mostra o desenvolvimento corporal, onde o 1° dia =100%, durante os 21
dias de gestacao, calculados a partir das mensuracoes diarias das massas corporais das

fémeas dos trés grupos.
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FIGURA 4. Desenvolvimento ponderal das ratas tratadas com diazepam na dose de 10
mg/kg (N=15), maleato de midazolam na dose de 5 mg/kg (N=14) e agua
destilada- controle (N=13) durante os 21 dias de gestagdo. Os valores
representam a média diaria dos animais por grupo.



Observou-se que as progenitoras dos diferentes grupos apresentaram um ganho
relativo de massa corporal semelhantes durante o periodo de gestacdo sem diferenga

estatisticamente significante (p = 0,470, ANOVA de MR).

Conforme esperado para o periodo de gestagdo, houve um aumento do ganho de

peso das progenitoras ao longo do tempo em todos os grupos.

5.2 Consumo de racio das ratas durante a gestacio

A Figura 5 mostra o consumo percentual de racdo durante os 21 dias de gestacao, a
partir do consumo didrio de racdo (g), relacionado a massa corporal diaria (g) nos
diferentes grupos de andlise. O consumo percentual de racao foi calculado conforme o
descrito no item 4.5. Observa-se flutuacdes no consumo de ragdo das progenitoras,
sendo que o grupo MZ mostrou um consumo abaixo do grupo controle e DZ em
praticamente toda a gestacdo, esta diferenga ndo ¢ estatisticamente significativa (P =
0,124, ANOVA de MR). Quando analisado o efeito do tempo em relagdo ao grupo
observamos uma diferenca significativa (P < 0,01, ANOVA de MR, seguida de teste de
Wilk’s Lambda). No periodo de tratamento, 6° ao 15° dia, o consumo de ragdo manteve-

se semelhante entre os grupos.
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FIGURA 5. Consumo percentual de racdo em relagdo a massa corporal durante os 21
dias de gestacdo de ratas tratadas com diazepam 10 mg/kg (N=15), maleato de
midazolam 5 mg/kg (N=14) e agua destilada- grupo controle (N=13). Os
valores representam a média didria dos animais por grupo.

5.3 Consumo de agua das ratas durante a gestacio

A Figura 6 mostra o consumo percentual de dgua correlacionado a massa corporal,
avaliado durante os 21 dias de gestacdo. O célculo foi efetuado a partir do consumo
diario de 4gua (ml), relacionado & massa corporal didria (g), das ratas dos diferentes

grupos: DZ, MZ e controle, conforme descrito no item 4.5.

Verifica-se flutuacao nos valores de consumo de agua, porém nao sendo significativo
(P = 0,096, ANOVA de MR). Quando analisado o efeito do tempo em relagcdo ao

grupo, nota-se uma diferenca no consumo de dgua nos diferentes grupos (P < 0,01).
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FIGURA 6. Consumo percentual de 4gua em relacdo a massa corporal durante os 21
dias de gestacdo, de ratas tratadas com diazepam 10 mg/kg (N=15), maleato de
midazolam 5 mg/kg (N=14) e 4gua destilada- grupo controle (N=13). Os
valores representam as médias diarias dos animais por grupo.

5.4 Massa relativa dos 0rgaos das ratas

A Tabela 5 mostra a massa relativa do coragdo, bago, figado e rins das ratas tratadas
com diazepam, maleato de midazolam e grupo controle, no dia da histerectomia, dia 21

da gestacao.

Conforme os dados da Tabela 5, ndo houve diferenca significante na massa relativa

do coragdo, bago, figado e rins entre os grupos.



TABELA 5 . Massa relativa dos 6rgaos das progenitoras dos grupos de tratamento
diazepam (10 mg/kg), maleato de midazolam (5 mg/kg) e controle com agua destilada
no 21° dia da gestacao

Variaveis Controle Diazepam Midazolam
N° de progenitoras 13 15 14
Coragao (%) 0,37 £0,03 0,37 £ 0,04 0,37 £0,03
Bago (%) 0,40 + 0,15 0,42 +0,22 0,41 +0,11
Figado (%) 4,69 + 0,42 4,78 + 0,42 4,63 +0,53
Rim direito (%) 0,35+ 0,05 0,35 + 0,04 0,34 + 0,05
Rim esquerdo (%) 0,33 +0,03 0,34 + 0,04 0,33 +0,03

Nao houve diferencga significante em relagdo ao grupo controle (ANOVA, a = 0,05)

5.5 Indices reprodutivos das ratas

A Tabela 6 apresenta os indices reprodutivos das ratas dos grupos DZ, MZ ,

comparados ao grupo controle.

Os trés grupos ndo apresentaram diferenga quanto ao nimero médio de filhotes por

progenitora (teste ANOVA, P= 0,334).

Os grupos apresentaram a mesma propor¢ao entre machos e fémeas (teste Qui-

quadrado, P=0,857), sendo que o nimero de fémeas foi superior.

Em relagdo as perdas pré-implantagdo, podemos observar um aumento das perdas
nos dois grupos tratados (DZ e MZ) em relacao ao grupo controle, sendo que houve um
aumento significativo destas perdas no grupo MZ em relagdo ao controle (Qui-
quadrado, P = 0,0082). Nao havendo diferenga significativa entre o grupo DZ e
controle (P = 0,14) , nem entre os grupos MZ e DZ (P =0,61).

Houve um aumento significativo das perdas pos-implanta¢do nos grupos diazepam e
midazolam em relagdo ao controle (Qui-quadrado, P < 0,01), sendo que ndo houve

diferenca significativa entre os grupos DZ e MZ (Qui-quadrado, P = 0,316).



TABELA 6. Indices reprodutivos das progenitoras tratadas com diazepam (10 mg/kg),
maleato de midazolam (5 mg/kg) e dgua destilada (controle) no periodo de
organogénese. Valores expressos em numero total, média + erro padrao da média ou

percentual.
indices Reprodutivos Controle Diazepam Midazolam
N° de progenitoras 13 15 14
N° de fetos 140 138 130
N° fetos fémeas (%) 56,4% 53,6% 56,6%
Fetos/progenitora 10,76 + 2,62 9,2+3,17 9,29+ 3,29
Perdas pré-implantagdo (%) 10,6% 14,93% 18,25%%*
Perdas pos-implantacao (%) 1,47% 10,76%* 13,30%*

* Diferenca estatistica significativa (ANOVA e qui-quadrado, a. = 0,05)

5.6 Variaveis fetais

Conforme a Tabela 7, a andlise estatistica do peso médio dos filhotes ao nascimento

nao mostrou uma diferenca entre os grupos.

A taxa de natalidade ndo teve diferenca entre os grupos, sendo que apenas 1 feto do

grupo diazepam e 1 feto do grupo midazolam nasceram mortos.

Conforme Tabela 7, os fetos de nenhum dos grupos apresentou malformacdes
macroscopicas. As anormalidades esqueléticas foram de 49,21% no grupo MZ, sendo
significativa a diferenca em relacdo ao grupo controle, que apresentou uma taxa de
16,42% (P <0,01, teste Qui-quadrado). O grupo DZ mostrou uma elevagdo a taxa de
anormalidades esqueléticas em relacdo ao controle, porém ndo demonstrou diferenca

estatistica.



TABELA 7. indices dos fetos cujas progenitoras foram tratadas com diazepam, maleato
de midazolam e 4gua destilada (controle) durante a organogénese. Valores médios dos
grupos expressos em média + erro padrdo da média ou percentual.

Indices fetais Controle Diazepam Midazolam
N° de fetos 140 138 130
Massa corporal (g) 5,02 +0,36 4,73 + 0,59 4,79 + 0,64
Taxa de natalidade (%) 100% 99.27% 99.23%
Anormalidades esqueléticas (%) 16,42% 22,46% 49,21%*
Malformacgdes macroscopicas (%) 0 0 0

* Diferenca estatistica significativa (ANOVA e qui-quadrado, a. = 0,05)
Na Figura 7 pode ser observada a possivel diferenca no tamanho de um feto do grupo

controle em relagdo a um feto do grupo diazepam, para esta foto foram selecionados o

maior ¢ menor fetos dos respectivos grupos.

b)

FIGURA 7. Fetos de diferentes tamanhos corados com vermelho de alizarina, sendo o
feto a do grupo controle, e o feto b de fémea tratada com diazepam (10
mg/kg/dia) entre 0 6°¢ o 15° dia de gestagdo.



Na Figura 8 estao ilustrados dois fetos do grupo controle com ossificagdo normal do

cranio.

b)

FIGURA 8. Fetos a ¢ b corados com vermelho de alizarina do grupo controle,
apresentando ossificagdo considerada normal no cranio.



A Tabela 8 resume as anormalidades esqueléticas diagnosticadas nos fetos
examinados. As alteragdes Osseas que apresentaram uma taxa no grupo controle
superior a 10% foram consideradas como variantes e ndo como anormalidades. Costelas
supranumerarias ou 14* costela foram constatadas em 40,71% dos fetos no grupo

controle, 31,15% no grupo DZ e 34,61% no grupo MZ (Figura 9).

As alteragdes esqueléticas mais freqiientes foram ossificagdo incompleta dos ossos
do cranio, sendo que o grupo MZ apresentou 30% de ossificacdo incompleta do cranio
(Figura 10) e 8,46% de ossificacdo incompleta do osso parietal, sendo estas diferengas
significativas em relacdo ao grupo controle (P < 0,01, teste Qui-quadrado). Outra
alteracdo Ossea que se apresentou elevada foi fontanela aumentada (Figura 11),
observando-se 4,28% no grupo controle, 18,84% no grupo DZ e 33,1% no grupo MZ,
sendo a diferenca dos grupos tratados significativa em relagdo ao controle (P < 0,01,
teste Qui-quadrado). A ossificacdao incompleta do esterno foi elevada no grupo MZ, com
uma taxa de 3,85% (P < 0,01, teste Qui-quadrado). Ossificagdo incompleta dos
metatarsos teve uma taxa elevada, sendo diagnosticada em 7,14% dos fetos do grupo
controle, 18,84% dos fetos do grupo DZ e 33,1% dos fetos do grupo MZ, sendo esta
diferenca entre os grupos tratados e o controle significativo estatisticamente.
Ossificacdo incompleta dos interparietais ocorreu nos trés grupos (Figura 11). No grupo
midazolam entre as anormalidades esqueléticas encontradas, interparietal fendido
demonstrou ter uma incidéncia significativa, supraocciptal bipartido ocorreu apenas nos
fetos deste grupo (Figura 12). Costelas onduladas apareceram nos trés grupos, porém o
grupo midazolam teve uma maior porcentagem (Figura 13). No grupo diazepam pdde

ser observada a malformagdo de radio e ulna curvos (Figura 14).



TABELA 8. Alteragdes esqueléticas dos fetos cujas progenitoras foram tratadas no
periodo de organogénese com diazepam (10 mg/kg), maleato de midazolam (5 mg/kg) e
agua destilada (controle). Valores em percentual de fetos acometidos por grupo.

Tipo de anormalidade (%) Regido Controle = Diazepam  Midazolam
Ossificacdo incompleta geral 0,71 0,72 0
cranio 3,57 5.1 30%*
parietal 0 0 8,46*
interparietal 4,28 2.9 3,84
supraoccipital 2,85 0,72 5,38
zigomatico 0 0,72 0
escapula 0,71 0 0
amero 0,71 0 0
esternébras 0 0,72 3,85%
pubis 0,71 0 0
costela 0 0 0,77
metacarpos 0 0,72 0
metatarsos 7,14 18,84* 33,1*
Fontanela aumentada cranio 4,28 18,84%* 33,1%*
Interparietal fendido cranio 1,43 0 6,15%
Supraoccipital bipartido cranio 0 0 2,31
Basisfenoide aberto cranio 0 0,72 0
Costela supranumerélriaV costelas 40,71 31,15 34,61
Costela ondulada costelas 1,43 1,45 3,07
Esternébra ossificacdo extra esterno 1,43 0 0
Réadio e ulna curvos membro toracico 0 2,17 0
Vértebra disforme vértebra lombar 0 0 2,31

N = fetos (progenitoras) controle = 140 (13)
diazepam = 138 (15)
midazolam = 130 (14)
* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p< 0,05; teste qui-quadrado)
Y Variante — ndo considerado anormalidade, pois tem alto percentual no grupo controle,
segundo Ruckman et al. (1999).



b)

FIGURA 9. Fetos de ratas do grupo controle, corados com vermelho de alizarina,
apresentando costelas supranumerarias, sendo que o feto a apresenta 14°
costela mais desenvolvida que o feto b.



\x‘ N

i — -

parietais supraoccipitais

FIGURA 10. Feto de rata tratada entre o 6° ¢ o 15° dias de gestag¢do, periodo de
organogénese, com maleato de midazolam (5mg/kg/dia), corado com
vermelho de alizarina, apresentando ossificagdo incompleta dos parietais,
interparietais, supraocciptal.

FIGURA 11. Fetos de ratas tratadas com diazepam (10 mg/kg/dia) entre o 6° € 0 15° dia
de gestacdo, corados com vermelho de alizarina, apresentando fontanela
aumentada apontada pela seta superior e ossificagdo incompleta dos
interparietais indicada pela seta inferior.



FIGURA 12. Feto de rata tratada entre o 6° ¢ 15° dia de gestagdo com maleato de
midazolam (5 mg/kg/dia), corado com vermelho de alizarina, apresentando
fontanela aumentada, indicada pela seta superior e supraocciptal bipartido,
indicado pela seta inferior.



b)

FIGURA 13. Feto de rata tratada entre o 6° ¢ 15° dia de gestagdo com maleato de
midazolam (5mg/kg/dia), corado com vermelho de alizarina, apresentando
costelas onduladas, e ossificagdo incompleta dos ossos do cranio, em
posicao dorso-ventral e lateral.



b)

FIGURA 14. a) Feto de rata tratada entre 0 6° € 0 15° dia de gestagdo com diazepam
(10mg/kg/dia), corado com vermelho de alizarina, apresentando radio e
ulna curvos. b) Feto do grupo controle sem alteracdo de radio e ulna.



6 DISCUSSAO

Testes de teratogenia em roedores e coelhos sdo normalmente requisitados para que
uma nova medicagdo seja aprovada. Alguns testes pré-clinicos permitem um meio
importante de estabeler-se alguns tratamentos que podem ter algum potencial
teratogénico. Contudo, estudos pré-clinicos nem sempre prevéem o que ocorrera em
humanos, podendo ocorrer “falso positivos” e “falso negativos”. Dados de toxicidade
reprodutiva sdo limitados antes da aprovagdo de uma medica¢do, mas freqiientemente ¢
possivel obter esses dados apds a liberagdo da substancia (LO & FRIEDMAN, 2002).
Sendo assim, varios estudos devem ser realizados antes e apds a aprovacdo de uma
substancia. Apesar do diazepam e do maleato de midazolam terem sido aprovados pela
FDA sem indicios de teratogenicidade, varios estudos e relatos de casos demonstram a

possibilidade de teratogenicidade destas substancias.

O presente trabalho revelou um aumento nas taxas de anormalidades esqueléticas de
fetos expostos no periodo de organogénese ao maleato de midazolam na dose de 5

mg/kg e ao diazepam na dose de 10 mg/kg, sem a presenca de toxicidade materna.
6.1 Toxicidade materna

A toxicidade sistémica pode se manifestar como alteracdes no desenvolvimento
ponderal dos animais, redu¢do nos consumos de Aagua e ragdo ¢ alteracdes de

comportamento (MELLO et al., 1997).

As fémeas apresentaram sedacdo apds administracdo dos farmacos diazepam e

midazolam. Conforme propriedades farmacoldgicas, estes farmacos possuem agao



sedativa (SALIM, 1987; MASSONE,1994; PADDLEFORD, 2001; FANTONI et al.,
2002).

Além dos efeitos farmacologicos esperados do diazepam e maleato de midazolam,
ndo foram observadas alteragdes de comportamento das fémeas tratadas com esses
farmacos. Segundo Bernardi (1999), os agentes teratogénicos sempre produzem suas
acoes por interferirem nos mecanismos celulares, em doses que causam nenhuma ou
minima toxicidade materna, desde que se pretenda estudar os efeitos na prole e ndo

aqueles ligados a toxicidade materna.

O ganho relativo de massa corporal das progenitoras tratadas com diazepam 10
mg/kg, maleato de midazolam 5 mg/kg e agua destilada (controle) mostrou-se
semelhante nos trés grupos, com um aumento esperado da massa corporal ao longo da
gestagdo, devido ao maior desenvolvimento fetal. Podendo ser observado a partir do dia
14 de gestagdao um pequeno aumento do ganho de peso do controle em relagdo ao grupo
diazepam e do grupo diazepam em relagdo ao midazolam, porém ndo tendo

significancia estatistica.

O consumo relativo de racdo e agua das progenitoras dos trés grupos apresentou
semelhanca. Apesar das propriedades estimulantes de apetite citadas por Kitchell
(1992), as fémeas tratadas com diazepam ndo apresentaram maior consumo de ragao

durante o tratamento.

A massa relativa dos 6rgdos nao foi afetada, sendo semelhante nos trés grupos, sendo

mais um fator que demonstra que ndo houve toxicidade materna.

Referente a toxicidade reprodutiva, o diazepam demonstrou acarretar um aumento
nas perdas fetais pos-implantagdo (tardias) em relacdo ao grupo controle. O midazolam
aumentou a incidéncia tanto das reabsorgdes precoces quanto as tardias em relagdo ao

grupo controle.

Beal (1972) realizou estudo com administragdo pré-natal de diazepam em ratas
durante o periodo de organogénese, nas doses de 20 e 80 mg/kg/dia, sendo que as

progenitoras permaneceram saudaveis e aparentemente normais durante o experimento,



também ndo sendo observados efeitos do farmaco sobre o numero de sitios de

implantacao ou reabsorc¢ao.

Maroof et al. (1998) demonstram que administracdo de midazolam em bolus pode
resultar em niveis mensuraveis do agente no fluido folicular. Porém Swanson e Leavitt
(1992) afirmam que a presenga de midazolam ndo interfere na fertilizagdo ou
desenvolvimento embriondrios em camundongos, sugerindo que esta medicagdo pode
ser utilizada durante os procedimentos de coleta de dvulo e transferéncia de embrido em

humanos.

Souza et al. (1997) sugerem que a elevacdo no nimero de reabsor¢des possa ser
secunddria a efeitos de toxicidade materna, e ndo necessariamente ao potencial

teratogénico de qualquer substancia.

6.2 Toxicidade fetal

Os fetos foram expostos aos tratamentos durante o periodo de organogénese, que na
rata vai do 6° ao 15° dias de gestagdao. Segundo Lemonica e Alvarenga (1994) anomalias

morfoldgicas nos fetos ocorrem na gestagcao no periodo de organogénese.

A exposicao tanto ao diazepam quanto ao maleato de midazolam ndo determinou
diminui¢do na taxa de natalidade, redug¢do no peso, diferenga na propor¢ao de sexo ou
malformagdes externas macroscopicas dos fetos ao nascer, quando comparados ao
grupo controle. As malformagdes externas sdo referidas como as alteragcdes detectadas

macroscopicamente antes do processo de diafanizagao dos fetos.

Referentes as alteragdes esqueléticas diagnosticadas, o grupo diazepam apresentou
um aumento geral de alteragdes esqueléticas observadas, porém estas ndo foram
significativas estatisticamente. Mas, se analisarmos as alteragdes esqueléticas
separadamente, houve um aumento significativo no aparecimento de fontanela
aumentada, e ossificagdo incompleta dos metatarsos. Observou-se a malformacdo de

radio e ulna curvos, em trés fetos da mesma ninhada exposta ao diazepam.



Os fetos expostos durante a organogénese ao maleato de midazolam apresentaram
um aumento significativo de anormalidades esqueléticas, principalmente ossificacao
incompleta, sugerindo retardo de desenvolvimento esquelético dos fetos deste grupo,
demonstrado na Tabela 7. Houve uma alta propor¢ao de fetos com fontanela aumentada
e calcificagdo incompleta de varios ossos do cranio, sendo esta falta de calcificacao
muito mais evidente que no grupo DZ, mostrando ser mais grave. Observou-se o
surgimento de algumas malformag¢des como interparietal fendido, costelas onduladas,

supraoccipital bipartido e vértebras lombares disformes.

O retardo de crescimento fetal ¢ de etiologia multipla, existindo diversos fatores
envolvidos em sua génese, tais como: alteracdes genéticas, estatura materna, altitudes
elevadas, nutricdo materna, habitos e vicios, uso de medicagdes, exposicao a radiagdo
ionizante, patologias maternas, gemelaridade, alteragdes placentarias e fatores paternos.
Medicamentos diversos atuam negativamente no crescimento fetal, como:
glicocorticoides, propanolol, difenil-hidantoina, dicumarinicos, tetraciclinas, salicilatos
e citostaticos. As conseqiiéncias do retardo de crescimento fetal, em virtude das
alteracdes biométricas e funcionais inerentes & mesma, determinam seqiiclas variaveis,

podendo ser at¢ mesmo a morte do concepto (ROUCOURT & STANCATI, 2002).

Um estudo realizado por Laegreid et al. (1992) na Suiga entre 1984 ¢ 1986 revelou
que criangas expostas no periodo pré-natal a benzodiazepinicos apresentaram em média
um menor peso ao hascer, eram menores € tinham menor circunferéncia de cranio que
as criancas do grupo controle, nas quais as maes nao tomavam medicag¢des durante a
gestacdo. De 17 criangas expostas a benzodiazepinicos, uma apresentou malformacgao de

hidronefrose.

Os desvios da normalidade encontrados no esqueleto, segundo Lork (1977), sdo
classificados como: variagcdes do normal, retardos do desenvolvimento esquelético e
malformagdes. As variagdes individuais do normal consistem na auséncia dos centros de
ossificacdo esperados para o momento da cesariana, como por exemplo, os das falanges
terminais em ratos. Retardos do desenvolvimento 6sseo sdo a auséncia de centros de
ossificacdo em estruturas bilaterais ou na presenga de forma ou tamanho sugestivo de
um estagio precoce de desenvolvimento, como ossificagdo esquelética dos ossos do

cranio e fontanelas aumentadas. As malformagdes do esqueleto consistem na auséncia



parcial ou total de ossos importantes, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias, fusoes,

fendas ou duplicidade (espina bifida).

As defini¢des a seguir foram utilizadas para categorizar as mudancgas na estrutura
fetal, segundo Ruckman et al. (1999): variante: estruturas que ocorrem no grupo
controle com uma freqiiéncia maior que 10%; anomalia: anormalidade considerada ndo
letal ou que ndo seja muito prejudicial; malformacao: anormalidade considerada letal

ou que prejudique severamente.

Tivemos como variante costelas supranumerarias ou 14 costela nos trés grupos. As
anomalias foram as alteragcdes esqueléticas de maior proporcao, sendo as ossificacdes
incompletas, principalmente dos ossos do cranio as mais diagnosticadas nos grupos DZ
e MZ, o grupo MZ apresentou um maior nimero destas anomalias. As malformacées
encontradas no grupo DZ foram costelas onduladas, esta aparecendo também no grupo
controle e MZ, sendo neste ultimo em maior nimero. Interparietal fendido foi uma
malformagdo evidenciada no grupo MZ, assim como supraoccipital bipartido e vértebra

lombar disforme. O grupo DZ também teve a malformacado de radio e ulna curvos.

O termo ossificagdo incompleta engloba trés diferentes tipos de deficiéncia de
ossificacdo observadas com a coloragao em vermelho de alizarina como: diferengas na
homogeneidade da area corada, uma reducdo na densidade da coloragdo (coloragdo
palida), e reducdo do tamanho da area tingida. No rato, ossificacdo incompleta ¢
normalmente assumida como retardo de crescimento, indiferente a estrutura afetada.
Contudo, ossificacdo incompleta de uma estrutura isolada quando o resto do esqueleto
esta normal, é mais importante que quando é acompanhada de perda de peso ou outros
sinais de imaturidade esquelética. As reais conseqiiéncias da ossificagao incompleta nao

sdo conhecidas (SOLECKI et al, 2001).

No estudo toxicoldgico de farmacos, os seus efeitos farmacologicos devem ser
levados em consideracdo. Segundo Frohberg (1977) efeitos farmacoldgicos nas
progenitoras como sedagdo pode influenciar no desenvolvimento fetal. Porém, as
alteracdes de ossificacdo incompleta encontrada nos fetos expostos ao maleato de
midazolam tiveram um numero maior de observagdes, assim como uma intensidade

muito maior do que os fetos expostos ao diazepam. Pelo fato do maleato de midazolam



ter um menor tempo de acao, assim como uma eliminagdo mais rapida que o diazepam
(LARINE, 1997), podemos afirmar que o efeito de sedacdo nao foi desencadeador do

retardo de crescimento observado nos fetos.

Beal (1972) relata que altas doses de diazepam (20 e 80 mg/kg/dia) fornecido via
oral a ratas durante o periodo de organogénese nao foram associadas a efeitos
teratogénicos. Os fetos foram corados com vermelho de alizarina para visualizagdo do
esqueleto. Variagdes do normal como costela extra ocorreu semelhantemente em todos

os grupos de tratamento, incluindo o controle.

Segundo Miller (1975), camundongos demonstraram um aumento na incidéncia de
fenda palatina e labial apds administragdo pré-natal de diazepam. Neste estudo foi
administrado diazepam nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg, 140 mg/kg ¢ 500 mg/kg, via
oral, em diferentes dias da organogénese, demonstrando que o diazepam teve efeito
teratogénico, sendo o principal efeito o palato fendido. Anormalidades esqueléticas
como ossificagdo incompleta também foram observadas, sendo associado a retardo de

crescimento.

Schalappi (1983) afirma que o midazolam ndo ¢ embriotéxico em animais de
laboratorio. Pankaj e Brain (1991) relata que ninhadas de ratas prenhes tratadas com
midazolam, com doses de 4 a 8 vezes a dose indicada para anestesia humana,
apresentaram um decréscimo no ganho de peso e alteragcdes comportamentais logo apos
o nascimento. Conforme Salim (1987) a dose indicada para anestesia humana ¢ de 0,07

mg/kg.

Os resultados demonstraram um aumento significativo no risco ao desenvolvimento
do sistema esquelético de ratos expostos aos benzodiazepinicos diazepam e maleato de
midazolam durante o periodo pré-natal, na fase de organogénese. Sendo que o
midazolam demonstrou ser mais nocivo que o diazepam no que se refere a alteragdes
esqueléticas. A principal alteracdo encontrada referente a porcentagem foi retardo de
crescimento. S3o necessarios estudos complementares para a comprovacdo destes

dados assim como a determinag@o de novas dosagens e testes em outras espécies.



Além das alteragdes esqueléticas e viscerais, podem ser avaliadas as alteragdes
comportamentais dos fetos. Existem relatos em humanos e estudos em animais de
laboratorio sobre os efeitos deletérios do diazepam utilizado no periodo pré-natal em
relacdo a alteragdes comportamentais (SHIBUYA et al., 1985). Estudos com tratamento
pré-natal com doses diarias de diazepam em ratas constatam alteragdes na maturagdo da
atividade motora espontanea e reflexos acusticos de ameaca, porém nao foi identificado
um mecanismo neuronal responsavel por tais alteragdes funcionais, que podem persistir
no rato adulto (KELLOGG et al., 1980; KELLOGG et al., 1983 apud SHIBUYA et al.,
1985). Constatou-se mudanca comportamental com a utilizagdo de agentes
GABA¢rgicos (dentre os quais os benzodiazepinicos midazolam e clonazepam), através
de estudo verificando a emissao de vocalizacao ultrassonica em ratas, sendo esse teste
util para a verificagdo precoce na deteccdo de teratogenia comportamental
(TANNHAUSER, 2002). Relataram-se distarbios da regulacdo termogénica nos recém
nascidos, diminuicado dos movimentos intra-uterinos fetais (BIRGER et al. , 1980 apud
PRZYBYLSKI, 1995) e perda da variabilidade nos tracados cardiograficos durante a
gravidez e o parto (PRZYBYLSKI, 1995).



7 CONCLUSOES

7.1. A administragdo de diazepam por via oral, na dose de 10 mg/kg/dia em ratas Wistar
gestantes, durante o periodo de organogénese fetal, ndo induz toxicidade materna
sistémica, porém determina diminui¢cdo no nimero de fetos nascidos por ninhada e um

aumento significativo nas perdas pds-implantacao.

7.2. A exposi¢ao fetal ao diazepam na dose de 10 mg/kg/dia em ratos Wistar durante o
periodo de organogénese, induz a diminui¢ao do peso médio ao nascer, além de retardo

no desenvolvimento esquelético dos fetos e aumento de malformagdes menores.

7.3. A administragdo de maleato de midazolam por via oral, na dose de 5 mg/kg/dia em
ratas Wistar gestantes, durante o periodo de organogénese fetal, ndo induz toxicidade
materna sistémica, porém determina diminuicdo no numero de fetos nascidos por
ninhada , além de um aumento nas perdas pré-implantacdo, sugerindo reabsor¢ao

embrionaria, € aumento das perdas pos-implantagao.

7.4. A exposicao fetal ao maleato de midazolam na dose de 5 mg/kg/dia em ratos Wistar
durante o periodo de organogénese, desencadeia a diminui¢do do peso médio ao nascer,
além de retardo no desenvolvimento esquelético dos fetos e aumento de malformagoes

menores.

7.5. O maleato de midazolam demonstra ser mais teratogénico para ratos que o
diazepam, considerando uma maior porcentagem de indu¢do de retardo no

desenvolvimento esquelético e de malformagdes menores.
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