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Avaliacao toxicoldgica e reprodutiva de camundongos machos

adultos tratados com femproporex
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RESUMO. O femproporex ¢é utilizado no mundo todo como potente anorexigeno. Este
estudo visa esclarecer se o uso didrio de femproporex provoca toxicidade comportamental
¢/ou reprodutiva em camundongos machos adultos. Para tanto, foram utilizados 40
camundongos, divididos em quatro grupos experimentais, cada um contendo dez animais.
Um dos grupos recebeu, via gavage, apenas dgua, ¢ os outros foram tratados diariamente
com femproporex, nas doses de 7,5, 15 ¢ 30 mg kg, por um periodo de 40 dias. Como
resultados, verificou-se que o femproporex nio alterou a evolugio normal da massa dos
animais analisados, e concluiu-se que a utilizagio da droga nio promoveu toxicidade
comportamental, verificada nos testes de natacio forgada e de campo aberto; e reprodutiva,
quando verificados genotoxicidade, sintese de testosterona, morfologia de espermatozdides
e histologia testicular. Assim sendo, concluiu-se que o femproporex, na concentragio e
delineamentos experimentais propostos por este trabalho, nio apresentou potencial
toxicoldgico.

Palavras-chave: femproporex, anfetaminas, avaliagio toxicoldgica, desenvolvimento embriofetal.

ABSTRACT. Fenproporex treatment in male mice: behavior and toxicology
reproductive analysis. Fenproporex is used worldwide as a powerful anorectic drug.
This study was designed to evaluate whether daily intake of fenproporex would lead to
behavioral and/or reproductive toxicity in adult male mice. Fourty male mice were used,
divided into 4 groups of 10 animals each. The control group received only water by
gavage, whereas the experimental groups were treated daily with fenproporex in the doses
of 7.5, 15 and 30 mg kg, for a period of 40 days. The results demonstrated that
fenproporex did not alter the normal evolution of the animals’ body mass; it also showed
that the use of the drug did not promote behavioral toxicity (open-field and forced-
swimming tests) or reproductive toxicity (genotoxicity, changes in the morphology of
spermatozoa and testicular histology). Thus, the present results indicate that fenproporex,
in the evaluated dose and experimental conditions, does not present behavioral and
reproductive toxic potential in mice.

Key words: fenproporex, amphetamine, toxicity evaluation, embryo development.

Introdugio

Em muitas nagdes do mundo, o excesso de peso
da populagio representa um problema de saide
publica. No Brasil, o femproporex [3-[(a-
methylphenethyl) amino] ¢é um estimulante
anorético largamente utilizado para tratamentos de
obesidade moderada 3 severa. No corpo humano,
ap6s absorcio via gastrintestinal, cerca de 15 a 35%
da droga liga-se a proteinas plasmiticas, sendo
biotransformada no figado em 14 diferentes
metabdlitos, incluindo a anfetamina (Mariz, 2003), o
que sugere que o femproporex produz efeitos

adversos  similares  aqueles  associados com
anfetaminas (Matei e Carlini, 1996).

Por causa dos efeitos estimulantes, estudos tém
mostrado que o femproporex é um dos principais
agentes psicoativos utilizados por motoristas de
caminhio no Brasil (Silva et al., 1998; Teixeira et al.,
2001; Yonamine et al., 2003). Hi também relatos de
uso de anfetaminicos como agentes de dopagem no
esporte (Damasceno et al, 2003), ou mesmo para
prolongar o estado de vigilia em trabalhadores
noturnos ¢ estudantes (Chasin e Silva, 2003). No
entanto, apesar do femproporex apresentar efeitos
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estimulantes e anoréticos comprovados, quando
utilizados em dose Gnica ou em curto prazo (Attie-
Junior e Medeiros Neto, 1972; Coronho ¢ Pena,
1973), sabe-se que anfetaminas podem causar
dependéncia (Rang et al., 2004; Nappo e Carlini,
1994) e ripida adaptacio fisiolégica (Rang et al.,
2004).

Ainda que haja poucos estudos realizados com
machos, Matei e Carlini (1996), apds tratar de
machos e de fémeas de ratos com femproporex por
60 dias (10 mg kg' i.p.), observaram que o aumento
da atividade motora e do comportamento
estereotipado ocorre com maior intensidade nas
fémeas. Em relacio ao efeito anorético, os autores
relataram que machos tratados com anfetaminicos
consumiram menos alimento que o grupo-controle.
No entanto, Bazzote et al. (1989) nio observaram
alteragio na ingestio alimentar em ratos machos,
ap6s administragio de femproporex (5 mg kg i.p.)
durante cinco dias.

Quanto aos efeitos do femproporex, na
morfologia das células da génada masculina ¢ nos
niveis de testosterona, nio hi estudos realizados até
o momento. No entanto, acredita-se que a
anfetamina provoca efeito inibitério sobre a secre¢io
de testosterona (Tsai et al., 1997, Chen et al., 2003).

Acredita-se que melhor compreensio dos
mecanismos da agio tdéxica do femproporex
forneceri condigdes mais eficazes de intervengio em
quadros de intoxicagio ou mna prevengio destes
processos. Deste modo, o presente estudo tem o
objetivo de avaliar se o femproporex causa toxicidade
comportamental ¢ reprodutiva em camundongos
machos adultos.

Material e métodos
Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos e fémeas adultos da linhagem Swiss, pesando
aproximadamente 35 g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual de Londrina. Os animais
passaram por um perfodo de aclimatagio de sete dias
no biotério setorial antes do inicio do tratamento e
foram mantidos individualmente em gaiolas de
polipropileno com a tampa de arame zincado,
contendo raspas de madeira. Durante a execugio
deste trabalho, os animais foram mantidos em regime
de luminosidade controlada, ciclo de 12 horas
claro/escuro, a 22 + 2°C, com 4gua e ra¢io i vontade.

Delineamento experimental

Os machos foram distribuidos em quatro grupos
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experimentais, cada um contendo dez animais,
sendo trés grupos tratados e um grupo-controle. Os
grupos tratados receberam diariamente cloridrato de
femproporex nas doses de 7,5, 15 ¢ 30 mg kg™,
diluidos em 4gua, por um periodo de 40 dias. No
grupo que recebeu a dose didria maior (30 mg kg™),
houve perda de dois camundongos devido a
intoxicacio relativa 3 alta dose de femproporex
administrado aos animais deste grupo, assim sendo,
no final do tratamento, restaram oito animais neste
grupo. Tanto os animais do grupo-controle quanto
os dos grupos tratados foram tratados por gavage e
pesados a cada trés dias. O volume de solugio de
femproporex administrada foi ajustado a cada trés
dias, de acordo com o peso dos animais. O grupo
controle recebeu apenas dgua em semelhante
delineamento experimental.

Aos 30 dias apés o inicio do tratamento, os
animais foram submetidos aos testes de campo
aberto e de natacio forcada. A atividade geral foi
avaliada por observagio direta em um campo aberto
(Broadhurst, 1960), onde durante 3 minutos foram
quantificados os comportamentos de locomocio e
de levantar. Os animais foram colocados para nadar,
individualmente, em um aquéirio com 12 cm de
didmetro, contendo 14 cm de dgua a 24 + 2°C,
quando foi avaliado o comportamento depressivo
pelo teste de natagio forgada (Porsolt et al., 1977).
Apés um periodo de adaptagio de 2 minutos, foi
quantificada, por 4 minutos, a imobilidade do
animal. Neste teste, o aumento da imobilidade ¢é
interpretado como desespero comportamental, o
qual se correlaciona com o quadro de depressio em
seres humanos (Papaioannou et al., 2002).

Apés 35 dias de tratamento, periodo que
corresponde 2 dura¢io de um ciclo espermatogénico
completo no camundongo (Adler, 2000), os machos
foram colocados para acasalar com fémeas que nio
foram submetidas a nenhum tratamento na
propor¢io de um macho para duas fémeas. Os
animais continuaram sendo tratados por mais cinco
dias, correspondente ao ciclo estral na fémea. O dia
em que se verificou a presenga de tampio de
espermatozdide na vagina da fémea foi designado dia
zero de prenhez.

Apds o acasalamento, os machos foram mortos
por decaptagdo. Neste momento, o sangue foi
colhido e submetido 2 centrifugacio para posterior
dosagem soroldgica de testosterona pelo método de
radioimunoensaio. Concomitantemente, 0s
epididimos foram retirados e picotados para que
fosse realizada a coleta de espermatozdides para
posterior  andlise  morfolégica dos  gametas
masculinos, segundo metodologia descrita por
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Wyrobek et al. (1983). Para tanto, foram analisados
cerca de 400 espermatozéides por animal. Os
testiculos foram retirados, fixados em solugio de
Bouin e processados para observagio em
microscopia 6ptica, com coloragio de hematoxilina-
cosina. A anilise histolégica envolveu a avaliagio de
um espago de dez tibulos seminiferos por animal,
cujo objetivo ¢ identificar a presenga de células de
linhagem espermatogénica, no interior de cada
tibulo seminifero, e das células de Leydig, no tecido
instersticial.

As fémeas foram mortas no 18° dia de prenhez
por deslocamento cervical e, em seguida, foi
realizada laparotomia, seguida de histerectomia e
onfalectomia. O contetido uterino das fémeas foi
analisado, verificando-se o ntimero de sitios de
implantagdes, de reabsor¢des, de embrides vivos, de
embrides mortos ¢ a pesagem e medida dos fetos
vivos. A partir destes dados, foram calculadas a taxa
de wviabilidade fetal (n° de fetos vivos / n°® de
implantagdes x 100) e a freqiiéncia de dominantes
letais (FDL%), sendo empregada a férmula descrita
por Haseman e Soares (1976), que leva em
consideracio as taxas de mutacdes dominantes letais
espontineas nos grupos-controle e experimentais.
Para estudar mutacdes dominantes letais, seguiu-se o
modelo experimental proposto por Green et al.
(1985), para estudos com toxicidade genética em
camundongos.

Metodologia estatistica

Os dados absolutos, com distribuicio normal,
foram analisados pela Anova (Anilise de Variincia),
e os com distribui¢io nio-normal foram analisados
por Kruskal-Wallis. Para verificar a varia¢io de peso
durante o tratamento, utilizou-se a anilise de perfil
para populagbes multinormais ¢ homocedisticas. O
nivel de significincia utilizado foi de 5%.

Resultados

O femproporex, administrado nas concentragdes
de 7,5, 15 ¢ 30 mg kg', a camundongos machos
adultos, nio levou 2 significativa variagdo na massa
corporal no decorrer do experimento, quando
comparados 0s grupos experimentais com o grupo-
controle (Figura 1).

Na avaliagio do comportamento, as medidas dos
testes de campo aberto e nata¢io forgada nio foram
diferentes estatisticamente, quando comparados os
grupos experimentais com o controle (Tabela 1).

Apés contar cerca de 400 células por animal, nio
se observou diferenca significativa quanto ao
ntimero de espermatozdides andémalos nos grupos
experimentais e controle (Tabela 2), assim como nio
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houve diferencas quanto 2 distribui¢io das células
testiculares entre os diferentes grupos experimentais.
Tanto no grupo-controle quanto nos grupos
tratados, o tecido gonadal mostrou-se organizado
quanto 3 presenga de células de linhagem
germinativa no interior dos tdbulos seminiferos e de
células de Leydig no espago intersticial.
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Figura 1. Variagio de massa corporal em camundongos machos,

tratados com femproporex por 35 dias. Nio houve diferenga
estatistica entre os grupos (Anilise de Perfil).

Tabela 1. Avaliagio de camundongos machos adultos,
submetidos aos testes de campo aberto ¢ de nata¢io forgada no
30° dia de tratamento com femproporex.

Controle  7,5mgkg’ 15mgkg’ 30 mgkg'
19) (10) (10) ®)

Campo aberto
Locomogio 79,4 £ 85 743+79 56594 615x99
(ntimero)
Levantar 11824 8,7 =21 92 +19 8,0x24
(ntimero)
Natagio Forgada
Imobilidade 116,8 =139 128,44 £ 12,2 120,7 = 16,1 142,7 £27,6
(segundos)

Dados expressos como média * epm. Algarismos entre parénteses indicam o niimero
de animais utilizados. Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(Anova Fatorial, p > 0,05).

Tabela 2. Avaliagio da morfologia do espermatozdide, apés
tratamento com femproporex.

Controle  75mgkg’ 15mgkg’ 30 mgkg'
(10) (10) (10) ®)
1,11 £020 122%+049 14x077 1,65=*027

Protuberincia na
cabega
Reentrincia na
cabega

Cabega amorfa 1,12+028 13+030 120,32 1,0=+0,17
Acrossomo anormal 3,28 =187 333 +027 36=*076 287 +23
Flagelo anormal — — 0,4 +0,22

0,43 +£0,30 033 =033 0,7=*034 045 *0,16

Dados expressos como média de espermatozéides anormais por animal analisado em
cada grupo = epm. (p > 0,05, Kruskal-Wallis).

Com relagio aos parimetros que visaram avaliar
o potencial genotéxico do femproporex sobre o
gameta masculino, observou-se que nio houve
diferencga estatistica entre a massa ¢ comprimento
dos fetos filhos de machos expostos ¢ nio-expostos
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ao femproporex durante a espermatogénese (Tabela
3), assim como nio houve diferengas significativas
na viabilidade fetal e na taxa de dominantes letais
(Tabela 4).

Tabela 3. Avaliagio do peso e comprimento dos fetos filhos dos
camundongos machos tratados com femproporex.

Controle 7,5mgkg” 15mgkg”’ 30 mgkg"
(10) 19) 19) 8)
1,35+ 0,03 1,65+ 0,1 1,5+0,07 1,5*0,09

Peso dos fetos (g).
Comprimento dos fetos

25+0,03 2,6+0,02 2,6+0,02 260,04
(cm).

Dados expressos como média = epm. Nio houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. (Anova Fatorial, p < 0,05).

Tabela 4. Avaliagio dos parimetros reprodutivos de fémeas de
camundongo tratadas com cloridrato de femproporex.

Controle 7,5mgkg’ 15mgkg" 30 mgkg'
(10) (10) (10) ®)

Machos férteis/ n° de 10/10 10/10 10/10 6/8
machos acasalados

Fémeas prenhes/ n° de 20/20 20720 20/20 12/16
fémeas acasaladas

Média de implantagées por 10.68 10,60 11,05 10,16
fémea prenhe

Média de embrides vivos 8,11 7,72 9,35 8,58
por fémea prenhe

Média de embrides mortos 2,88 3,00 1,85 1,42
por fémea prenhe

Porcentagem de 26,96 28,30 16,74 13,97
implanta¢des mortas

Viabilidade Fetal (%) 75,84 72,83 84,6 84,45
Freqiiéncia de Dominante - 4,81 5,29 5,79
Letal (%)

Dados expressos como média = epm. Nio houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos. (Anova Fatorial, p < 0,05).

Discussao

Neste estudo, investigou-se a toxicidade do
anorexigeno femproporex a camundongos machos
adultos. Em nosso modelo, a droga foi administrada,
via gavage, a trés grupos experimentais, nas dosagens
de 7,5, 15 ¢ 30 mg kg!, durante um periodo de 40
dias, periodo superior a um ciclo espermatogénico
completo em camundongos, segundo cita Adler
(2000).

A administragio  de
concentragio de 15 e 30 mg kg', provocou, a
principio, uma leve queda no peso dos
camundongos analisados. Porém, a partir da segunda
semana de tratamento, estes animais voltaram a

femproporex, na

ganhar peso. Em nenhum dos periodos analisados,
foi possivel observar diferenga estatistica na variagio
de peso entre os grupos experimentais ¢ 0 grupo-
controle, o que leva i conclusio que o femproporex,
administrado via gavage, nas doses escolhidas para
este experimento, nio alterou o peso de
camundongos machos no decorrer dos 40 dias de
tratamento.

A auséncia de efeito como inibidor de apetite do
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femproporex, apds um tratamento em longo prazo,
ja era esperado dado o rdpido desenvolvimento de
adaptagio fisioldgica desencadeado pelas drogas
anfetaminicas (Rang et al., 2004). Alguns autores
afirmam que a redugio continua de peso sé pode ser
observada se, associado ao uso da droga, o
tratamento envolver restri¢des dietéticas (Hoftman e
Letkowitz, 1996; Halpern ¢ Mancini, 2003). Em
estudo realizado por Cody et al. (1999), observou-se
que, tanto em um grupo de cinco voluntirios
tratados com dose terapéutica nica de femproporex,
quanto em outro grupo com o mesmo nimero de
voluntirios tratados com doses multiplas deste
farmaco, apenas um individuo de cada grupo relatou
diminuigio de apetite. Outros autores, como Mattei
e Carlini (1996) e Moreira et al. (2005) nio
observaram diferenga significativa no ganho de peso
de roedoras tratadas com femproporex. Segundo
Mariz (2004), dados como estes permitem, no
minimo, questionar a utiliza¢io terapéutica do
femproporex como anorexigeno.

Os testes comportamentais foram realizados
antes do fim previsto para o tratamento (40 dias)
pelo fato dos mesmos estressarem os animais.
Como, apds o 35° dia, os machos deveriam acasalar
com fémeas, seria interessante que estes nio
estivessem estressados, e este foi o motivo pelo qual
se optou por realizar os testes anteriormente ao fim
do tratamento. A avaliagio comportamental revelou,
no teste de campo aberto, que o tratamento com
femproporex  nio  promoveu  hiperatividade
locomotora. Este resultado estd em discordincia com
alguns estudos que relataram que anfetaminas
induzem comportamento hiperativo em ratos
machos (Mattei e Carlini, 1996).

O tempo de imobilidade, avaliado no teste de
natagio forgada, também nio diferiu entre os grupos
tratados e controles. Como o tempo de imobilidade
¢ interpretado como desespero comportamental, o
qual se correlaciona com o quadro de depressio em
seres humanos, a auséncia de efeito observada sugere
que o femproporex nio induziu depressio nos
machos analisados. Este dado estd de acordo com
estudo realizado por Moreira et al. (2005), em que
nio se observou comportamento depressivo em
camundongos fémeas, apds longo periodo de
tratamento.

Quanto aos parimetros reprodutivos, 0
tratamento com femproporex nio causou alteragio
na concentragio de testosterona sanguinea, nem na
morfologia dos espermatozdides e das células
testiculares. Este trabalho foi pioneiro em relacio a
estas andlises, apds utilizacio em longo prazo do
anorexigeno femproporex em camundongos machos
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adultos, de modo que nio se encontrou estudos
semelhantes realizados por outros grupos de
pesquisa para comparar resultados. Portanto, para
tentar compreender os resultados encontrados,
optou-se por relaciond-los a estudos feitos com a
anfetamina e metanfetamina, que sio metabdlitos
relacionados ao femproporex.

Apesar de haver evidéncias de que as anfetaminas
afetam o sistema enddcrino gonadal (Greaves, 1972;
Tsai et al.,, 1996 ¢ 1997) ¢ inibem a produgio de
testosterona pelas células de Leydig em ratos (T'sai
et al., 1996; Budziszewska et al., 1996; Chen et al.,
2003) demonstraram, em estudo feito com cultura
de células, que a anfetamina sozinha, sem a presenga
de hormoénio gonadotréfico (hCG) e enzimas
precursoras, nio exerce efeitos diretos sobre as
células de Leydig, que sio as principais produtoras
de testosterona no aparelho reprodutor masculino.
Assim sendo, ciente de que os anfetaminicos nio
afetam diretamente as células de Leydig, mas, sim, o
mecanismo de regulagio da atividade enddcrina da
gonada masculina, sugere-se que a adaptacio
fisioldgica 3 droga seja o motivo pelo qual nio se
observou alteracio na taxa de testosterona dos
grupos tratados em relagio ao grupo controle, pelo
fato de a coleta de sangue ter sido realizada apés 40
dias de tratamento.

Em relagio a morfologia dos espermatozéides ¢
das células testiculares, o tratamento com
femproporex mostrou que, nesse aspecto, o firmaco
¢ seguro, pois nio induziu i formagio de
espermatozéides anormais, nem ao dismorfismo das
células germinativas e de Leydig nos grupos tratados.
A taxa de espermatozdides andmalos nio passou de
1% em nenhum dos grupos analisados.

A respeito das anilises que buscaram estudar a
influéncia do tratamento paterno com femproporex
sobre o desenvolvimento embriofetal, os resultados
encontrados sugerem que a droga nio possui potencial
genotdxico sobre as células da linhagem germinativa de
camundongos machos. Esta conclusio sustenta-se por
duas razdes: primeiramente, a massa ¢ 0 comprimento
dos fetos nio diferiram significativamente entre os
grupos analisados e nio foram observadas anomalias
externas nos fetos, ou seja, a utilizagio paterna da droga
nio retardou o crescimento intra-uterino ¢ nem foi
motivo do aparecimento de anomalias congénitas.
Uma segunda razio é que, quando se avaliou a
capacidade da droga induzir mutagio dominante letal
no gameta masculino, o resultado encontrado foi
negativo,
viabilidade fetal quando comparadas as geracoes F1 de
machos parentais tratados com as dos controles.

nio houve alteragio significativa na
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Conclusao

Concluimos que o femproporex, nas doses e
delineamentos experimentais propostos por este
trabalho, nio influiu na variagio de peso de
camundongos machos adultos, apés 40 dias de
tratamento. Além disso, observou-se que o agente
nio promoveu toxicidade paterna quanto aos
aspectos reprodutivos considerados (genotoxicidade,
produgio  de  testosterona, morfologia de
espermatozdides e do tecido testicular), bem como
nio influenciou no comportamento hiperativo e/ou
depressivo dos animais analisados.
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