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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o ciclo estral, gestacdo e
lactacao de ratas tratadas com ivermectina. 82 ratas albinas foram
divididas em sete grupos. Os animais receberam agua destilada (GI)
ou diferentes doses de ivermectina, por via oral (GII1=0,5; GIII=1,0;
GIV=2,0; GV=4,0; GVI=8,0 ¢ GVII=10,0 mg/kg). Os animais
foram tratados por 45 dias, com ivermectina a cada trés dias, totalizando
15 aplicacoes. Apos esse periodo foi realizado exame colpocitolégico
durante 15 dias consecutivos. Ao final, quatro animais de cada grupo
foram sacrificados e ovarios e uteros retirados e processados para
avaliacao histologica. Os animais restantes foram acasalados e tratados
com ivermectina, nas doses correspondentes a cada grupo, no 1°, 4°,
7°,10°,13° e 16° dias de gestacao. Ao nascimento, os neonatos foram
contados, analisados quanto a existéncia de defeitos congénitos,
mortalidade e pesados até o 15° dia de lactacdo. Durante a lactacio, as
matrizes receberam novamente ivermectina no 1°, 4°, 7°, 10° e 13°
dias. Nossos resultados mostraram que os animais dos grupos II,
1IL IV, V, VI e VII apresentaram maior incidéncia de estro em relacio
a GI. Quanto a histopatologia, os grupos tratados com a ivermectina
apresentaram maior concentracdo de glandulas endometriais
hiperplasicas. O tratamento nao afetou tempo de gestacio, nimero
de neonatos, mortalidade ou defeitos congénitos. Na lactagdo
observamos perda de peso na prole das matrizes tratadas com
ivermectina. Pode-se concluir que a ivermectina, aumenta a incidéncia
de estro e nao deve ser indicada para uso em animais lactantes.
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Introducao

A ivermectina foi descoberta em
1970, e desde entao é utilizada em mais de
30 paises. Na Medicina Veterinaria ¢ uma
droga muito utilizada desde 1981. Esta droga
pertence ao grupo das avermectinas que sao
anti-helminticos quimicamente catalogados,
produzidos pela fermentacio de um
actinomiceto.! Estes medicamentos,
conhecidos como agonistas do GABA,
estimulam a liberacdo pré-sinaptica deste
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neurotransmissor, aumentando sua ligacdo
aos receptores pos-sindpticos. Deste modo,
o canal de cloro é aberto, aumentando a
conducao intracelular do cloro ¢ a
hiperpolarizacio da membrana neuronal,
resultando na paralisia do tipo flacida e
eliminagdo do parasito.> A ivermectina é o
22, 23- diidroavermectina detrivada da
avermectina Bl e ¢ usada como parasiticida
numa grande variedade de espécies animais,
incluindo humanos.*** A relacio da
ivermectina como o sistema reprodutor



pode estar relacionada pela a¢ao desta droga
com agonista do GABA, que tem sido
reconhecido como um estimulador da
secre¢io de LH.® Segundo Mccann et al.” e
Mccann e Rettori® o GABA esta envolvido
diretamente na secrecao de LH pela hipéfise,
via liberagdo de fatores hipotalamicos. Martin
Del Rio e Caballero’ detectaram altas
concentracoes de GABA e glutamato
decarboxilase (GAD) nos ovarios de ratas.
Erdo, Ferenc e Wollf '° encontraram
concentracoes eclevadas de GAD no
desenvolvimento folicular, sugerindo um
papel fundamental do GABA no
desenvolvimento ovariano. Assim, no ovario,
o GABA exibe propriedades similares
aquelas de afinidade no sistema de transporte
do GABA no cérebro.!" Erdo e Laszio'?
sugeriram o papel fundamental desse
aminoacido no sistema reprodutor feminino.

A ivermectina ¢ bem tolerada pelos
seres humanos e outros mamiferos nio
infestados. Animais expostos a ivermectina,
podem apresentar sinais de toxicidade do
sistema nervoso central, incluindo letargia,
ataxia, midriase, tremores e morte."?

Doses clevadas de ivermectina (7,5
mg/kg/dia), do 6° ao 20° dia gestacio de
ratas, induziram mortalidade nos recém-
nascidos, nao estando, esta acio, diretamente
relacionada ao aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefilica e sim ao
consumo de leite destes animais, ja que a
ivermectina é largamente eliminada pelo
leite.!

A administracdo de ivermectina em
ratas prenhes, nas doses de 0,4, 1,2 ¢ 3,6 mg/
kg de peso dia, por via oral e por um
periodo de 70 dias, causou toxicidade em
neonatos de varias geracOes, aumento na
mortalidade de filhotes até 10 dias de idade
e diminui¢do no peso dos filhotes
sobreviventes, estas alteracoes foram
encontradas em crias com niveis de doses
de 0,4 ¢ 1,2 mg/kg/dia; jia em niveis de doses
de 0,2 mg/kg/dia ndo causou efeitos
adversos. Nesta mesma pesquisa, a média
de peso das fémeas nio foi alterada, quando
submetidas a tratamento durante a gestagao
e lactacdo.” Medeiros et al. '® nio

473

encontraram toxicidade neonatal em ratas
tratadas com 0,5 e 1,0 mg/kg/dia, durante
45 dias. Silva et al.'” estudando estas mesmas
dosagens por 45 dias em ratas antes do
acasalamento, nio encontraram sinais clinicos
de toxicidade materna e neonatal e também
nao observaram efeitos negativos durante a
gestacdo, nido havendo alteragdes na
quantidade e peso dos embrides estudados.

Aziz'®, a0 incorporar ivermectina na
dose de 5mg/kg/dia, por via oral, a partir
do 2° dia de gesta¢do na dieta de ratas
prenhes, observou que todos os recém-
nascidos morreram no 1° ou no 2° dia pos-
parto. Concluiu que a sensibilidade elevada
dos ratos neonatos a ivermectina foi pela
via leite materno e através da barreira
hematoencefalica incompleta.

Estudos em ratas prenhes e lactantes,
onde se utilizou ivermectina do 6° ao 20°
dia de gestacdo e do 2° ao 20° dias de
lactacao, mostraram que nas doses de 2,0 e
4mg/kg levaram a 31% e 22% de
mortalidade fetal, respectivamente, e retardo
no crescimento e desenvolvimento. A dose
de 1mg/kg ndo provocou mortalidade nem
retardo no crescimento, apresentando apenas
leve retardo no desenvolvimento locomotor.
Os recém-nascidos foram susceptiveis a
neurotoxicidade devido a imaturidade da
barreira hematoencefalica."

De acordo com a andlise da literatura,
a ivermectina possui larga aplicabilidade na
medicina veterindria, com escassez de
trabalhos que relatem os possiveis efeitos
deste farmaco na reproduc¢io, onde esta
droga poderia ter algum papel na origem
de malformagoes fetais. Devido ao interesse
de verificar possiveis interferéncias deste
medicamento no desempenho reprodutivo
dos animais, objetivou-se, com este estudo,
avaliar o ciclo estral, gestacio e lactaciao de
ratas tratadas com ivermectina.

Material e Método
Foram utilizadas 84 ratas albinas
(Rattus  norvegicus albinus, Rodentia,

Mammalia), adultas, com 90 dias de idade,
virgens e pesando entre 200 e 220g,
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procedentes do Biotério do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Os animais foram confinados em gaiolas e
mantidos com alimentagio e agua ad /ibitum,
temperatura de 22 °C e iluminacio artificial
com lampadas fluorescentes (marca Phillips,
modelo luz do dia, 40 W), estabelecendo um
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, considerando o periodo de luz das
6:00 as 18:00 horas. Ap6és um perfodo de
adaptacdo, foram colhidos esfregacos
vaginais para a determinagdo do ciclo estral.
O proestro dura de 12 a 14 horas e é a fase
de grandes alteraces hormonais, ocorrendo
picos de hormonio luteinizante (LH),
prolactina (PRL) e horménio foliculo-
estimulante (FSH). O estro é o perfodo de
25 a 27 horas em que a rata esta receptiva
para a copula, sendo na manha deste que
ocorre a ovulacdo. Se nio houver a
concepgio, o ciclo continua com o metaestro,
cerca de seis a oito horas e diestro que dura
de 55 a 57 horas®. Os animais que
apresentaram trés ciclos estrais regulares
foram divididos, aleatoriamente, em sete
grupos, cada um constituido por 12 animais,
a saber: Grupo I-Ratas controle, tratadas
com o veiculo da ivermectina (agua destilada)
via oral; Grupo II-Ratas tratadas com
0,5mg/kg de ivermectina via oral; Grupo
III-Ratas tratadas com 1,0mg/kg de
ivermectina via oral; Grupo IV-Ratas
tratadas com 2,0mg/kg de ivermectina via
oral; Grupo V-Ratas tratadas com 4,0mg/
kg de ivermectina via oral; Grupo VI-Ratas
tratadas com 8,0mg/kg de ivermectina via
oral; Grupo VII-Ratas tratadas com
10,0mg/kg de ivermectina via oral.

Os animais foram tratados durante
45 dias, com administracio do medicamento
(Ivomec® solugio oral a 0,08% para ovinos
e caprinos) a cada trés dias, totalizando 15
administracoes no perfodo, para cada animal;
a administracio foi feita por gavagem (sonda
esofagica). Apds esse periodo foi feito o
acompanhamento do ciclo estral, durante 15
dias. Depois desta avalia¢io, foram colhidos
os ovarios e fragmentos do terco médio do
utero de quatro animais de cada grupo, para
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o estudo histopatolégico destes 6rgaos. Os
outros animais foram acasalados e apods a
deteccao da prenhez, pela presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal
realizado na manha do dia seguinte, foi assim
designado o 1° dia de gestacdo.” Cada
animal foi tratado com a ivermectina no 1°, 4°
e 7° dia de gestagdao na dose correspondente
para cada grupo.

No oitavo dia de gestacao foram
eutanasiados quatro animais de cada grupo
para avaliacao da gestagdo, observacio
anatomica de possiveis reabsorc¢oes,
contagem e pesagem dos embrides
implantados no dtero materno e
processamento para microscopia de luz.
Apbs esse perfodo foram avaliadas as
gestacoes completas das 04 fémeas restantes
de cada grupo, cada animal foi tratado com
a ivermectina no 1°,4°,7°,10°, 13° ¢ 16° dia
de gestacdo na dose correspondente para
cada grupo. Ao nascimento, os neonatos
foram contados e pesados até o 15° dia de
lactacdo, avaliando-se defeitos congénitos,
mortalidade e ganho de peso, onde neste
periodo as ratas receberam administragdes
de ivermectina no 1°, 4° 7° 10° ¢ 13°,
totalizando cinco administra¢des.

Para o exame colpocitologico foram
utilizadas hastes de algoddo umedecidas em
solucio NaCl (cloreto de sédio) a 0,9%.
Logo ap6s a colheita do material as células
foram transferidas para laminas histolégicas
e fixadas em alcool-éter e, a seguir coradas
pelo método SHORR-HARRIS, onde
conseguimos observar as quatro fases
distintas do ciclo estral de ratas.

Apds o acompanhamento do ciclo
estral pds-tratamento, os animais foram
anestesiados utilizando-se na medicagao pré-
anestésica sulfato de atropina a 0,125 mg/
ml. Para cada animal foi administrado 0,2
ml por via intramuscular. Foi feita anestesia
dissociativa utilizando cloridrato de xilazina
a 2% e cloridrato de quetamina a 10% a dose
de 0,2 ml por animal administrado também
por via intramuscular. Posteriormente, foi
feita a incisdo da cavidade abdominal sobre
alinha Alba, do pubis até a cartilagem xiféide,
para exposicdo do conteddo abdominal.



Neste procedimento foram retirados os
ovarios e fragmentos do terco médio do
utero, ¢ estes foram fixados em liquido de
BOUIN por 24 horas. Em seguida os
animais foram cutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico. Apos
esses procedimentos, os fragmentos foram
desidratados em alcool etilico em
concentracoes crescentes, diafanizados pelo
xilol, impregnados pela parafina liquida em
estufa e incluidos em parafina. Em seguida,
os blocos foram cortados em micrétomo
do tipo Minot, ajustado para 05 micrémetros
(mm) e colocados em laminas. Em
seqiiéncia, os cortes foram submetidos a
técnica de coloragio pela hematoxilina-
eosina (H.E) para analise morfologica em
microscépio de luz.

Os resultados foram avaliados por
Anilise de Variancia, quando significante esta
foi complementada pelo teste de
Comparagdes Multiplas Tukey e Kramer. Os
dados foram tabulados e processados em
programa estatistico INSTAT, 1994.
Adotou-se o nivel de significancia de 0,05

(p £ 0,05).
Resultados e Discussao

Na interpreta¢do colpocitoldgica
apOs 45 dias de tratamento com ivermectina,
foi possivel observar que os animais dos
grupos 11, ITI, IV, V e VI apresentaram uma
maior incidéncia da fase de estro, com um
percentual em torno de 40%, e os animais
do grupo VII um percentual ainda maior
de 52%, em compara¢io ao grupo controle
(I). Observou-se ainda neste grupo uma
diminuicdo da fase de proestro com um
percentual de 17%, em relagio aos outros
grupos experimentais.

A fase de estro ¢ caracterizada por
células grandes, poligonais, anucleadas,
queratinizadas e eosinéfilas; auséncia total de
leucdcitos, muco, e intensa acao estrogénica.
A maior incidéncia da fase de estro nos
animais dos grupos 11, III, IV, V, VI e VII,
pode ser explicada pela concentragio
plasmatica de ivermectina, que provavelmente
estimulou a esteroidogénese folicular. Estes
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achados corroboram com os relatados por
Mejia et al.*! quando descrevem que a
ivermectina aumenta o desenvolvimento e a
funcdo ovariana. A agdo da ivermectina na
reproducio se dar pelo estimulo do
desenvolvimento folicular ovariano, esta acio
pode ser por modulacio direta de
receptores de GABA no oviario ou
ainda pela modulacio de hormoénios
metabdlicos. '**>*

A andlise morfolégica do endométrio
das ratas dos grupos IL, 111, IV, V, VI e VII
nio mostrou alteragdes no epitélio de
revestimento, apenas no epitélio glandular,
quando comparadas com as ratas do grupo
controle. Observou-se na parede uterina
glindulas endometriais tubulares simples
derivadas do epitélio de revestimento
presentes em pequena quantidade e revestidas
por um epitélio simples cubico (Figura 1).
Nos grupos tratados com a ivermectina
observamos maior concentracio de
glandulas endometriais hiperplasicas,
possivelmente decorrentes dos elevados
niveis plasmaticos de estrégenos nestes
animais, com morfologia sinuosa e
ramificada, aspecto caracteristico de
glandulas dilatadas, distribuidas em todo o
endométrio, as quais apresentam em seu
revestimento epitélio simples cubico
(Figura 2).

Quanto a morfologia dos ovarios,
nio foram observadas alteracdes em
nenhum dos grupos estudados. Observou-
se que todos os animais apresentaram ovario

R0 , :

W /a0 R

Figura 1 - Fotomicrografia de parte do Gtero de rata do
grupo |. Observar algumas glandulas
endometriais normais com seu epitélio
simples cubico (seta). Coloragao H-E.
Aumento + 428X
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Figura 2 - Fotomicrografia de parte do Gtero de rata do
grupo VI. Observar algumas glandulas
endometriais hiperplasicas com luz dilatada
(D) e revestidas com epitélio simples cubico.
Coloracao H-E. Aumento + 107X

e ¥

revestido por epitélio simples ctiibico em sua
maior extensdo, e pavimentoso em certas
areas, bem como a albuginea do ovario
(tecido conjuntivo denso) sem alteragdes

. ¥ 2 i1, £
G R NPy T e
Figura 3 - Fotomicrografia de parte do ovario da rata
do grupo V. Observar epitélio de revestimento
simples cubico em sua maior extensdo e
pavimentoso (seta) em certas areas, logo
abaixo encontra-se a albuginea sem alteragdes
(A). Coloragao H-E. Aumento + 107X

0.10r

0.08-

Peso ovariano (g)
o
o
=L

o
o
0
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(Figura 3). No ovario de todos os animais
foram encontradas duas regides distintas:
cortical com foliculos primarios, secundarios
ou em crescimento, além de foliculos
terciarios e corpo luteo em plena atividade
nas ratas prenhes; e regidao medular com uma
grande quantidade de vasos sangiiineos que
se ramificam para irrigar a cortical
(Figura 4).

A anilise do peso dos ovarios das
ratas prenhes e nido prenhes nio revelou
diferenca significativa entre os grupos
experimentais (Figura 5).

O estudo da maternotoxicidade nas
ratas foi feito diariamente e revelou que, nos
seis grupos tratados com a ivermectina
durante a prenhez, nao foi observado taxa de
mortalidade ou mudanga de comportamento

Figura 4 - Fotomicrografia de parte do ovario da rata
do grupo Il. Observar regides: cortical, rica
em foliculos ovarianos (setas), e medular rica
em vasos sanguineos (V). Coloragcao H-E.
Aumento + 107X

C—1 N&o-prenhes
Prenhes

Grupos experimentais

Figura 5 — Pesos (média + SEM) de ovérios de ratas prenhes e ndo-prenhes, controle (Gl) ou tratadas com doses
orais crescentes de ivermectina (Gll = 0,5 mg/kg; Glll = 1 mg/kg; GIV = 2 mg/kg; GV = 4 mg/kg; GVI
= 8 mg/kg; GVII = 10 mg/kg)
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nas ratas, nao causando assim efeito negativo
sobre a saude do animal. O tratamento nao
afetou o tempo de gestacio, o nimero de
neonatos e nem causou mottalidade ou
defeitos congénitos. A gestagao foi completa,
com duracio de 21 dias e média de filhotes
de 11 £ 1, o que condiz com os resultados
encontrados por Mies Filho** em ratas
normais sem tratamento. Também
corroboram com os dados de Roberson®,
sugerindo ser a ivermectina ser uma droga
segura para uso em animais reprodutores e
gestantes.

Segundo Campbell®®, em ratos a
dosagem de 5,0 mg/kg/dia nao foi téxica
nas ratas prenhes e nos fetos, enquanto 10
mg/kg/dia foi téxica nas ratas prenhes e
causou fenda palatina nos fetos. A
ivermectina causou desenvolvimento
anormal fetal somente com dosagens
maternotoxicas.

Estudos com camundongos, ratos e
coelhos mostraram a baixa incidéncia de
anormalidades ocorridas em embrides,
embora doses altas tenham produzido
severos sinais de maternotoxicidade,
incluindo morte.?” Sob a visio da toxicologia
reprodutiva, o efeito interceptivo manifesta-
se por infertilidade e aborto. Visto sob este
angulo, em nosso trabalho, a ivermectina nao
produziu a morte do concepto quando

126
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administrada durante o periodo de 45 dias
antes do acasalamento e durante o terco inicial
da gestagdo, portanto, niao afetou a
segmentaciao do embrido e ndo impediu que
este se implantasse no utero materno e se
desenvolvesse normalmente até o oitavo dia
de gestacdo, dia em que foi feita a eutanasia
das ratas para a avaliacao da gestagdo e coleta
de embrides. No oitavo dia de gestagio os
embrides (blastocistos) ndo apresentaram
diferenca estatistica significante quanto ao
peso, como também nao foram observadas
alteracoes morfoldgicas nos embrides e nos
sftios de implantagao.

Nossos resultados revelaram que a
ivermectina dada durante 13 dias de lactacio,
nio causou mortalidade, dificuldade do
desenvolvimento locomotor ou retardo no
aparecimento de pélos (9° dia), na erupgao
dos dentes (12°dia) e na abertura dos olhos
(15° dia) dos neonatos. Estes resultados sao
diferentes dos encontrados por Mantovani®®,
que estudou multigeragdes de ratos
submetidos a tratamentos com ivermectina,
utilizando dosagens de 0,4, 1,2 ¢ 3,6 mg/
kg/dia, revelando que em doses altas houve
90% de mortalidade neonatal na 1* geragao
e em dosagens baixas na 2* geragao.

Quanto ao peso dos neonatos no 1°,
7° e 15° dias pés-parto (Figura 6) houve
diferenca significativa entre os grupos,

35- ,
=3 1% dia
o 0] D == wE 7° dia
‘T;’ 25 === =— E=315%dia
g_ 204
S 154 .
o s
@ -a-_:_ b
o s e
b -
S
IR YVIVID T DYV LIV Y VIvI

Grupos experimentais

Figura 6 - Média (+ SEM) do peso corporal de ratos recém-nascidos, controle (Gl) ou tratados com doses orais
crescentes de ivermectina (Gll = 0,5 mg/kg; GllIl = 1 mg/kg; GIV = 2 mg/kg; GV = 4 mg/kg; GVI =

8 mg/kg; GVII = 10 mg/kg).
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revelando haver toxicidade na prole e desta
forma confirmando os achados de Wise et
al.”, que descreveram que a ivermectina
administrada em niveis de doses de 2,5-3,6
mg/kg/dia, por via oral, durante a lactacio
causou neurotoxicidade na prole. A analise
estatitisca (ANOVA e Tukey-Kramer post-test)
indicou os seguintes resultados (p<<0.05): 1° dia
= GI > GII, GIII, GVI > GV > GVII; 2°
dia = GI > GII, GIII > GIV, GV, GVI e
GVII e 3° dia = GI > GII > GIII > GILV,
GV, GVI e GVIL

No nosso experimento foram vistas
reacoes de toxicidade em doses de até 10 mg/
kg com relagio ao ganho de peso, estando
relacionada com a larga elimina¢do da
ivermectina pelo leite materno. A reproducao
e multigeracOes tém mostrado que ratos
neonatos sao mais susceptiveis aos efeitos
toxicos da ivermectina do que ratos adultos.
As doses de 0,2 mg/kg/dia nio causam efeitos
adversos. Estudo relata que a ivermectina dada

aratas durante a prenhez mostrou ter trés vezes
concentra¢oes maior no leite maternal do que
no plasma pés-parto. *

Conclusoes

Baseado nos resultados obtidos
pode-se concluir que o tratamento com a
ivermectina, em diferentes doses e em varias
etapas da reproduc¢io de ratas, aumenta a
incidéncia da fase de estro, nio mostra ser
um farmaco que revela prejufzo na
capacidade reprodutiva do animal, porém
nio deve ser indicado no periodo de
lactacdo, uma vez que provocou perda de
peso na prole das matrizes tratadas com
ivermectina.
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Effects of ivermectin on parameters of the estrous cycle, gestation and

lactation of rats

Abstract

This work evaluates the estrous cycle, gestation and lactation of rats
treated with ivermectin. Control (GI) rats received distilled water; and
the remaining were treated during 45 days with ivermectin (GI11=0.5;
GIII=1.0; GIV=2.0; GV=4.0; GVI=8.0 and GVII=10.0 mg/kg)
by the oral route, the drug being administered every three day, in a
total of 15 administrations. Colpocytological examinations were then
performed during 15 consecutive days. Four animals from each group
were cuthanized, and samples of ovaties and uteri were taken for
histological evaluations. The remaining animals were mated and
treated throughout the gestation period and further until the 15th
postpartum day. Colpocytologic examinations revealed that the animals
of groups 11, IIL, IV, V, VI and VII presented a higher incidence of
the estrus phase, in comparison with the control group (group I).
Histopathologic studies showed that the groups treated with
ivermectin presented an increased concentration of hyperplasic
endometrial glands, whereas the morphology of the ovary was not
altered. The treatment did not affect the gestation lenght, the number
of newborns nor did it caused congenital mortality or newborns
malformations. During lactation, there was a significant slowering of
the body weight gain of the litter. It is concluded that the treatment
of female rats with ivermectin increases the incidence of the estrus
phase. In addition, a definite deleterious effect is exerted on nursing
animals as revealed by the reduced body weight gain of the litter.
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