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RESUMO

A agdo anorexigena e termogénica da sibutramina € bem conhecida e tem como efeitos
colaterais principalmente o aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca. Entretanto, seus
efeitos sobre a performance reprodutiva e sobre os fetos de mulheres que receberam sibutramina
durante a gestacdo ndo € bem conhecido. Assim, os trabalhos mostrados nesta tese t€ém o
objetivo de avaliar os possiveis efeitos da sibutramina na performance reprodutiva de ratas
prenhes, assim como seu possivel efeito teratogénico na prole de ratas tratadas durante a prenhez
e sua possivel influéncia na morfofisiologia cardiaca das maes. Inicialmente foi realizada a
inducdo de sobrepeso com uso de ragao hipercaldrica (20% de gordura) durante 15 semanas. Para
isto foram utilizados dois grupos de animais: ratas controle (n=30) e ratas com sobrepeso (n=30).
Apds quinze semanas de tratamento para inducio de obesidade, verificou-se que a média de peso
corporeo do grupo sobrepeso foi significativamente maior do que a do grupo controle. A seguir,
iniciou-se o tratamento com sibutramina (6,0 mg/kg/dia). Foram utilizados quatro grupos de
animais: ratas controle, ratas controle tratadas com sibutramina, ratas sobrepeso, ratas sobrepeso
tratadas com sibutramina. As ratas tratadas receberam sibutramina diariamente, via gavagem por
15 dias, sendo em seguida acasaladas com ratos adultos normais. A prenhez foi confirmada via
esfregaco vaginal e o tratamento continuou por mais 15 dias durante a prenhez. No dia 20 de
prenhez, todas as ratas foram anestesiadas e realizaram-se as laparotomias com a retirada dos
fetos para as andlises esqueléticas e viscerais. Nas laparotomias, coletaram-se dados para
determinar diversos parametros da performance reprodutiva. Também foram retirados os
coragOes das maes para a futura andlise morfométrica. O tratamento com dieta hipercalérica foi
eficiente na inducdo de sobrepeso. Os resultados da performance reprodutiva mostraram que o

sobrepeso e o tratamento com sibutramina isoladamente causaram aumento do indice placentario
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e da perda pds-implantacdo. Também se observou diminuicdo do peso fetal nos grupos com
sobrepeso e com sobrepeso tratado com sibutramina. Nos grupos: controle tratado com
sibutramina, com sobrepeso e com sobrepeso tratado com sibutramina, houve nimero de fetos
com anomalias esqueléticas significativamente maior (p< 0,05) que nos animais do grupo
controle. Em relacdo a presenca de anomalias viscerais, nao houve diferenca estatistica entre os
grupos experimentais. A sibutramina causou aumento de pressdo arterial e alteragdes
morfométricas cardiacas. Concluiu-se que o tratamento com sibutramina e a condi¢do de
sobrepeso, isoladamente, causam defici€éncias na performance reprodutiva. Dos resultados da
avaliacdo teratog€nica, conclui-se que a sibutramina e o sobrepeso, isoladamente ou combinados,
podem causar anomalias esqueléticas fetais em ratos. Em relagdo a avaliacio morfométrica do
coragdo, o uso de sibutramina por individuos normais pode causar aumento da espessura da
parede do ventriculo esquerdo (VE), mas seu uso por individuos obesos traz efeito cardiovascular
benéfico, pois, ao diminuir o peso corpdreo, pode trazer diminui¢do da sobrecarga funcional do

coragao.

Palavras chave: sibutramina; sobrepeso; gravidez; performance reprodutiva; risco teratogénico;

anomalias fetais; hipertensao; hipertrofia miocardica; ratas.
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ABSTRACT

The anorexigenic and thermogenic action of sibutramine is well-known and its side
effects are mainly the increase of arterial pressure and cardiac frequency. However, its effects on
the reproductive performance and on the fetuses of women who had sibutramine during
pregnancy are not well known. Thus, the studies in this thesis aimed to evaluate possible effects
of sibutramine on the reproductive performance of pregnant rats as well as its possible
teratogenic effect on the pups of rats treated during pregnancy and its possible influence on the
cardiac morpho physiology of the mothers. First, overweight was induced using hyper caloric
feed (20% fat) for 15 weeks. Two groups of animals were used: control rats (n=30) and
overweight rats (n=30). After fifteen weeks of overweight inducing treatment, it was verified that
the average body weight of the overweight group was significantly higher than the control group.
Next, the treatment with sibutramine (6.0 mg/kg/day) was started. Four groups of animals were
used: control rats, control rats treated with sibutramine, overweight rats, and overweight rats
treated with sibutramine. The treated rats had sibutramine daily, via gavage, for 15 days and then
they were mated with normal adult rats. Pregnancy was confirmed via vaginal smear and the
treatment continued for 15 other days. At day 20 of pregnancy, all female rats were anesthetized
and laparotomies were performed to remove fetuses for skeletal and visceral analyses. During the
laparotomies, data were collected to determine several parameters of the reproductive
performance. Maternal hearts were also removed for future morphometric analysis. The
hypercaloric diet treatment was efficient to induce overweight. The results of the reproductive
performance showed that overweight and treatment with sibutramine separately caused increase

of the placental index and post implantation loss. Also, it was observed that the decrease of fetal
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weight in the overweight group and the overweight group treated with sibutramine. The number
of fetuses with skeletal anomalies was significantly higher in the control group treated with
sibutramine, overweight group and overweight group treated with sibutramine when compared to
the control group. Regarding the presence of visceral anomalies, there was no significant
statistical difference among the experimental groups. Sibutramine increased arterial pressure and
caused cardiac morphometric alterations in the treated animals. It was concluded that the
treatment with sibutramine and the overweight condition, isolated, caused deficiencies in the
reproductive performance. The teratogenic evaluation results showed that sibutramine and
overweight, isolated or combined, can cause fetal skeletal anomalies in rats. Regarding the
morphometric evaluation of the heart, the use of sibutramine by normal individuals can increase
the thickness of the LV wall, but its use by obese individuals results in cardiovascular benefit

because it can reduce functional heart overcharge when the body weight decreases.

Keywords: sibutramine, overweight, pregnancy, reproductive performance, teratogenic risk, fetal

anomalies, hypertension, myocardial hypertrophy, female rats.
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade e sobrepeso

A obesidade estd rapidamente se tornando uma epidemia mundial, sendo um importante
contribuinte para o aumento da incidéncia de problemas cardiovasculares, diabetes e hipertensao
(Tan et al., 2005). Atualmente, a obesidade € definida simplesmente como uma condicdo de
acimulo excessivo de gordura no tecido adiposo (WHO, 2010). Esse tecido desempenha
relevante papel no estoque de energia, no isolamento térmico e na protecao de pequenos traumas
(Bueno et al., 2005), além de estar envolvido no controle do metabolismo, do balango energético
e de funcdes reprodutivas, através da secrecdo de hormonios, como a leptina (Nogueiras et al.,
2004).

Quando o balango energético € positivo, isto é, o nimero de calorias ingeridas € maior do
que de energia consumida (por exemplo em exercicios fisicos, aumento de temperatura corporea
em estados febris ou durante exposicdo ao frio), as calorias sdo estocadas no corpo como
gordura, e glicogénio, resultando em aumento de peso corpéreo (Nakagawa et al., 2000). Os
individuos obesos diferem ndo somente na quantidade excessiva de gordura que armazenam, mas
também na distribui¢do corpdérea dessa gordura (WHO, 2000). Fatores genéticos, dieta e estilo de
vida sdo os principais responsdveis pelo desenvolvimento da obesidade (Tan et al., 2005). Em
1999, os Centros de Prevencao e Controle de Doengas reportaram que a obesidade, definida
como indice de massa corpérea (IMC) > 30, aumentou na populacdo adulta dos Estados Unidos,
de 12% em 1991 para 17,9% em 1998 (Nokdad et al., 1999). Dados da pesquisa Nacional do
Exercicio e da Sadde Nutricional mostraram que 34% dos adultos nos Estados Unidos tinham

sobrepeso e 30,8% eram obesos, resultando em um total de 64,8% acima do valor normal de
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peso. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade em criangas foi de 13%, o dobro desde 1980,
enquanto que adolescentes mostraram o triplo (Korner & Aronne, 2003). Nos Estados Unidos,
aproximadamente 34% dos adultos com 20 anos ou mais sao obesos com um IMC maior do que
30 e quase 2/3 da populacdo adulta t€ém sobrepeso, além disso, o nimero de criangas e
adolescentes obesos tem triplicado nas ultimas trés décadas. Essas criangas obesas permanecem
assim na vida adulta e podem desenvolver doencas cardiovasculares e diabetes na juventude
(Department of Health and Human Services, 2008). Na Franca, quase metade dos adultos
(49,3%) tem sobrepeso ou obesidade e 16,9% sao obesos (Vernay et al., 2009).

A obesidade abdominal é uma das causas mais comuns de complicagdes como diabetes tipo
2, hipertensdo, doengas cardiovasculares, hiperlipidemia, dentre outras coisas (Després et al.,
2001). Apesar do aumento do nimero de pessoas com sobrepeso e obesidade, o tratamento

médico, baseado em medicamentos, inclui somente alguns tipos de drogas (Caterson, 1999).

1.2. Obesidade e reproducao

Os efeitos negativos do sobrepeso ja haviam sido descritos por Hipdcrates ha mais de 2000
anos (Bray, 1990). Chu et al. (2008) observaram que a condi¢cdo de obesidade durante a gravidez
estd associada ao aumento do uso de servicos e cuidados médicos. Segundo Linne (2004),
investigagdes clinicas mostraram que as mulheres obesas tém maior prevaléncia de amenorréia e
infertilidade, sendo comum encontrar nelas maiores riscos de complicacdes durante a gravidez
como hipertensdo, diabetes gestacional, assim como maior susceptibilidade a complicacdes
durante o parto, que resultam em cesarianas nao planejadas. Rolls and Rowe (1982) observaram
que, na época do desmame, os filhotes de ratas obesas pesaram significativamente menos que

aqueles das maes controle.
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1.3. Sibutramina

A sibutramina (Figura 1) ou cloroidrato monohidratado de sibutramina (Meridia®) é um
farmaco anorexigeno utilizado no tratamento da obesidade. Na década de 80 (Buckett et al.,
1988; Meridia® Product monograph, 2002), foi inicialmente desenvolvido como um
antidepressivo, agindo em dreas do cérebro que controlam nao somente o humor e a sensacao de
bem estar como também o apetite. Posteriormente, descobriu-se que induzia a uma importante
perda de peso, afetando tanto a ingestdo de alimento como o gasto de energia, o que aumenta o
processo fisiologico de saciedade e estimula a termogénese. Em novembro de 1997, o FDA
(Food and Drug Administration), agéncia americana que controla a qualidade de alimentos e
medicamentos, aprovou nos Estados Unidos o uso da sibutramina para o controle de peso.
Atualmente, a funcao esperada € a perda de peso, conseguida através do aumento da sensacdo de
saciedade, moderacdo da compulsdo alimentar e inibi¢do da sensacdo de fome. Esses efeitos sdo
conseguidos através da inibicdo da reabsorcdo, da recaptacdo e da degradacao de
neurotransmissores como a serotonina, noradrenalina e dopamina, fazendo com que essas
substancias permanecam disponiveis por mais tempo na fenda sindptica, estimulando os
neuronios (Stock, 1997; Hansen et al., 1999). Balcioglu and Wurtman (2000) demonstraram que,
em ratos, a sibutramina eleva a concentracdao de dopamina e de serotonina e sugerem que a acao
antiobesidade deste medicamento seja consequéncia das alteracdes causadas pelo aumento de
dopamina agindo no cérebro, e também pelas alteracdes metabdlicas resultantes do aumento de
serotonina circulante. Demétrio et al. (2004) verificaram os efeitos da sibutramina em ratos
machos Wistar submetidos ao modelo experimental de ansiedade do labirinto em T elevado
(LTE). Este modelo procura gerar, em um mesmo animal, respostas defensivas condicionadas

N

(esquiva inibitéria) e incondicionadas (fuga), as quais t€ém sido correlacionadas a ansiedade
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generalizada e ao panico, respectivamente. Os resultados desse trabalho mostraram que a
sibutramina inibe ambas as respostas, sugerindo os efeitos ansiolitico e antipanico.

A sibutramina exerce suas a¢des farmacoldgicas via dois metabdlitos ativos: M1 e M2.
Assim, a perda de seu radical metil origina o Metabdlito 1, que € uma amina secunddria. Em
seguida, forma-se o Metabdlito 2, que é uma amina primaria. Ambos os metabdlitos apresentam
atividade farmacoldgica. A sibutramina age inibindo a recaptagdo de noradrenalina, entretanto,
seus metabolitos ativos também inibem a recaptacdo de noradrenalina e serotonina. Este fato
diferencia claramente a sibutramina de outras substancias causadoras de perda de peso como a D-
fenfluramina (na qual ha predominio da liberacdo de serotonina (5-HT)) e a D-anfetamina
(predominantemente um liberador de dopamina e noradrenalina) (Buckett et al., 1988; Heal et al.,

1998; Finer, 2002).

Figura 1. Férmula estrutural da sibutramina.

1.4. Serotonina
A serotonina (Figura 2), a semelhanca da histamina, é amplamente distribuida na

natureza, sendo encontrada em tecidos, vegetais € animais, venenos e irritantes. A serotonina é
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um neurotransmissor, produzido no cérebro (nicleo da rafe) a partir do aminodcido L-triptofano,
atuando como vasoconstritor, estimulador da musculatura lisa presente nos 6rgaos, regulador do
sono e da temperatura, da percep¢ao da dor cronica, da regulacio da pressdo arterial, do apetite e
do humor. A serotonina exerce muitas acoes, as quais sao mediadas por sete familias de subtipos
de receptores na membrana celular. Estes receptores 5-HT sao identificados com algarismos
subscritos de um a sete. A serotonina causa diretamente a contracio do musculo liso
principalmente através dos receptores 5-HT,. Nos seres humanos, a serotonina age como um
poderoso vasoconstritor, exceto no musculo esquelético e no musculo cardiaco, locais onde dilata
0s vasos sanguineos. Assim, a sibutramina, ao inibir a recapta¢do da serotonina, aumenta sua

concentracdo, diminuindo a ansiedade e aumentando a saciedade (Chapelot et al., 2000).
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HO

A\

N
H

Figura 2: Féormula estrutural da serotonina

1.5. Noradrenalina

A noradrenalina (Figura 3), também chamada de norepinefrina, é sintetizada nas fibras
nervosas, enquanto que a adrenalina é produzida na glandula suprarenal. E uma das monoaminas
que mais influenciam o humor, ansiedade, sono e alimentacdo junto a serotonina, dopamina e

adrenalina, tendo como principais efeitos a elevacdo do metabolismo, o aumento da frequéncia

23



cardiaca e o aumento da pressdo arterial. A noradrenalina tem potente efeito alfa-agonista, assim
como, algum efeito betal-adrenérgico (Dellinger, 2003). A noradrenalina enddégena &
metabolizada pela enzima monoaminoxidase (MAO) na terminacao nervosa simpatica, enquanto
a droga exdgena sofre processo de metabolizacdo pela catecol-o-metiltransferase (COMT). Os
principais efeitos colaterais sdo semelhantes aos da adrenalina, tais como, arritmias cardiacas,
hipertensdo, taquicardia, cefaléia e vomitos (Beloeil et al., 2005). Ao evitar a recaptacdao da
noradrenalina na fenda sindptica, a sibutramina potencializa os efeitos deste hormonio,

aumentando o gasto energético e a pressao arterial (Hansen et al., 1998; Walsh et al., 1999).

OH

NH,
(R)
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OH

Figura 3: Férmula estrutural da noradrenalina

1.6. Dopamina

A dopamina (Figura 4) € um neurotransmissor, precursor natural da adrenalinae
da noradrenalina que tem acdo estimuladora sobre o sistema nervoso central (SNC), agindo nos
receptores adrenérgicos do sistema nervoso simpatico. Também atua sobre os receptores

dopaminérgicos nos leitos vasculares renais, mesentéricos, coronarianos e cerebrais, produzindo
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vasodilatacdo. A dopamina é mais abundante no corpo estriado, que € parte do sistema motor e
estd envolvido nos movimentos automadticos e coordenagao dos movimentos a partir do cortex
cerebral. Altas concentragdes desse mediador sdo encontradas em algumas regides do sistema
limbico e do hipotdlamo e seus efeitos sdo dependentes da dose. Assim, em doses baixas (0,5 a 2
mcg/kg/min), atua predominantemente sobre os receptores dopaminérgicos, produzindo
vasodilatacio mesentérica e renal. A vasodilatacdo renal dd lugar a um aumento do fluxo
sanguineo renal, da taxa de filtracdo glomerular, da excrecdo de sédio e geralmente do volume
urinario. Em dose baixas a moderadas (2 a 10 mcg/kg/min), também exerce um efeito inotrépico
positivo sobre o miocardio devido a acdo direta nos receptores beta 1 e a acdo indireta mediante a
liberacdo de norepinefrina dos locais de armazenamento. Destas acdes resulta um aumento da
contratilidade do miocéardio e do volume de eje¢ao, aumentando o gasto cardiaco. A pressdo
arterial sistélica e a pressao do pulso podem aumentar, sem variacdo ou com ligeiro aumento
da pressdo arterial diastdlica. A resisténcia total periférica nao se altera. O fluxo sanguineo
coronariano € o consumo de oxigénio do miocdrdio geralmente aumentam. Com doses mais
elevadas (10mcg/kg/min), ocorre estimulo dos receptores alfa adrenérgicos, produzindo aumento
da resisténcia periférica pela vasoconstricdo cutinea e renal. As pressdes sistdlica e diastdlica
aumentam como resultado do incremento do débito cardiaco e da resisténcia periférica (Rang et

al., 2007).
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Figura 4: Férmula estrutural da dopamina

1.7. Eficiéncia da sibutramina

Em primeiro lugar, a sibutramina promove a sensa¢cdo mais prolongada de saciedade apds
a alimentacdo o que leva a menor ingestdo alimentar entre as refei¢cdes. Cabe salientar que a acao
principal da sibutramina ndo € causar o efeito de anorexia, mas aumentar e prolongar a saciedade
pelo sentimento de plenitude depois de comer. Estudos nos quais pacientes classificavam seus
sentimentos de saciedade numa escala visual analdgica (SAV) demonstraram que os pacientes
tratados com sibutramina alcancaram pontuagdes mais elevadas que aqueles ndo tratados
(Hansen et al., 1999). Chapelot et al. (2000) realizaram um estudo em que se avaliou o consumo
de energia num periodo de 24 horas e concluiram que a sibutramina reduziu significativamente a
ingestdo didria de energia em 310 kcal/dia.

E sabido que, durante e apés o ganho de peso, hd aumento nas necessidades didrias de
energia total, e que por outro lado, com a perda de peso, existe normalmente uma diminui¢c@o na
taxa metabolica. Assim, o segundo efeito da sibutramina € estimular o gasto de energia, limitando

desta forma a diminui¢do da taxa metabdlica que ocorre normalmente quando héd perda de peso.
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Este efeito € menor em humanos, mas pode ser calculado como um aumento de aproximadamente
100 kcal/dia (Walsh et al., 1999).

Em 2000, James et al. administraram 10 mg/dia de sibutramina, juntamente a um déficit
caldrico, e obtiveram reducdo de 5% ou mais de peso em 77% dos pacientes ao final de seis
meses.

Na maioria das vezes, os estudos tém verificado perda de peso significativa com o uso de
sibutramina (Cuellar et al., 2000; Fanghanel et al., 2000). Na dose de 15 mg/dia de sibutramina
em pacientes obesos durante seis meses, observou-se perda de 10,27 kg no grupo experimental
em relacdo a 1,26 kg no grupo controle, além de reducdes significativas no IMC e da
circunferéncia da cintura (Cuellar et al., 2000). A administracao de 10 mg/dia de sibutramina para
pacientes obesos, durante seis meses, provocou, em média, perda de 7,52 kg e reducdo de 12,51
cm na circunferéncia da cintura para o grupo experimental (Fanghanel et al., 2000).

Especificamente sobre a saciedade, foram analisados os efeitos objetivos (ingestdo de
alimentos) e subjetivos (sensacdes de fome) através da administracio de 15 mg de sibutramina no
periodo da manha. A substincia comecou a fazer efeito em torno de seis horas depois da
ingestdo, produzindo reducdo no consumo calérico de 311,5 kcal, em média, comparada com o
placebo. Esta redugdo foi ainda maior quando analisado o periodo de 24 horas (redugdo de 382,4

kcal), sendo o efeito mais acentuado no almogo (reducao de 152,1 kcal) (Chapelot et al., 2000).

1.8. Hipertensao, obesidade e sibutramina
A hipertensao ou pressao arterial elevada foi definida pela Organizacao Mundial da Saude
(WHO) como um aumento persistente da pressdo arterial sistélica igual ou maior a 140 mmHg e

a pressdo diast6lica maior ou igual a 90 mmHg (Tortora and Grabowski, 2002; Rubin, 2006). Nas
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sociedades industrializadas, a hipertensdo € o distirbio mais comum que afeta o coracdo e os
vasos sanguineos. A hipertensao arterial é causa importante de insuficiéncia cardiaca, doenca
renal e de acidentes vasculares cerebrais. A hipertensao pode ser classificada em: hipertensdo
primdria (90 a 95% dos casos) em que a pressdo arterial persistentemente elevada nio pode ser
atribuida a qualquer causa identificavel, e a hipertensdo secunddria (5 a 10%), cuja causa é
identificavel. Os distirbios que podem causar hipertensdo secunddria sdo: a) obstru¢ao do fluxo
de sangue renal ou distirbios que lesem o tecido renal. Essas lesdes podem fazer com que os rins
liberem quantidade excessiva de renina no sangue; b) hipersecrecao de aldosterona (causado por
tumor de coértex adrenal), que causa a reabsorcdo excessiva de sal e de dgua pelos rins,
aumentando assim os liquidos corporais e, por ultimo, c) a hipersecrecao de norepinefrina ou
noradrenalina (por exemplo, em tumor de medula adrenal). A noradrenalina e a norepinefrina
aumentam a frequéncia e a contratilidade cardiacas, além de aumentar a resisténcia vascular
sist€émica. A pressao arterial elevada é conhecida como o “assassino silencioso”, por causar dano
considerdvel aos vasos sanguineos, ao coracdo, ao encéfalo e aos rins, antes de causar dor ou
outro sintoma perceptivel. Nos vasos sanguineos, provoca espessamento da tinica média, acelera
o desenvolvimento da aterosclerose e da doenca das artérias corondrias, além de aumentar a
resisténcia vascular sistémica. No coragdo, a hipertensdo aumenta a pdscarga, o que forca os
ventriculos a trabalhar mais para ejetar o sangue. A resposta a carga de trabalho aumentada € a
hipertrofia de miocérdio, especialmente da parede do ventriculo esquerdo e do septo
interventricular. Se ndo conseguir atender a demanda aumentada por oxigénio, o fluxo sanguineo
coronariano pode causar angina pectoris ou mesmo infarto do miocardio (Tortora and

Grabowski, 2002; Rubin, 2006).
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Segundo Wilson et al. (2002), a obesidade e o sobrepeso sdo fatores determinantes do
risco de doencgas cardiovasculares, tanto em homens como em mulheres, entre elas a hipertensao,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus e infarto de miocdrdio. Em obesos ou individuos
hipertensos, o nimero médio de anormalidades metabdlicas aumentou proporcionalmente ao grau
de adiposidade (Kannel and Wilson, 1998).

A sibutramina é uma droga que age como inibidora do apetite e por isso tem sido utilizada
nos ultimos anos como coadjuvante em dietas de emagrecimento. No entato, essa droga apresenta
efeitos colaterais relacionados ao sistema cardiovascular, assim, os efeitos graves, como
hipertensdo, arritmias e taquicardia, levaram a sua retirada do mercado italiano depois de 50
casos com eventos adversos e duas mortes por causas cardiovasculares (Advisory, 2002). O
aumento na frequéncia cardiaca e o aumento da pressdo arterial com o uso de sibutramina sao
conhecidos e resultaram na interrupg¢ao da terapia com esta droga em 5% dos pacientes avaliados
por Yanovski & Yanovski (2002). Por outro lado, o uso de sibutramina melhora outros riscos
cardiovasculares como hiperlipidemia e ajuda no controle glicémico em pacientes com diabetes

do tipo 2 (Fujioka et al., 2000; Mcmahon et al., 2000).

1.9. Efeitos adversos do uso da sibutramina
Os efeitos colaterais mais comuns encontrados nos estudos foram: secura de boca, pressao
arterial alta, fadiga, constipagdo, taquicardia, anorexia, dores de cabeca e insonia (Luque & Rey,
1999; Richter, 1999; James et al., 2000; Cuellar et al., 2000; Fanghanel et al., 2000; Meridia,
2002). Existem poucos relatos sobre o uso de sibutramina durante a gravidez, € a maioria dos
estudos refere-se ao primeiro trimestre de gestacdo (Kadioglu et al., 2004; Zreik et al., 2005; De

Santis et al., 2006). Na maioria dos casos, as mulheres eram obesas, estavam em tratamento com
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sibutramina e ndo sabiam que estavam gravidas. Assim, em 2004, foram descritos dois casos de
gestantes que continuaram com a gravidez, apds interromper o tratamento com sibutramina. No
primeiro caso, a mulher fez uso de 10mg/dia de sibutramina durante 4 a 6 semanas de gestacao.
Apds 37 semanas, deu 4 luz a uma crianca do sexo masculino (3850g; 53 cm). O bebé foi
monitorado durante 18 meses, ndo sendo registrados problemas no desenvolvimento. No segundo
caso, a mulher fez uso a 10mg/dia de sibutramina entre a 5* e 8* semana de gestagdo. O parto
ocorreu na 39* semana. A crianga era do sexo masculino (3500g; 50cm), foi monitorada por dois
meses e também nao apresentou problemas no desenvolvimento (Kadioglu et al., 2004).

Estudos recentes descreveram casos de 10 pacientes que tomaram sibutramina durante o
primeiro trimestre de gravidez, duas delas sofreram aborto espontidneo, enquanto as restantes
tiveram bebés normais e saudaveis (Einarson et al., 2004).

Os estudos experimentais geraram diferentes resultados, dependendo da espécie estudada
e da dose de sibutramina utilizada. Em ratos, ndo se evidenciou teratogenicidade com doses de 1,
3 e 10mg Kg/dia de sibutramina. No entanto, em coelhos, altas doses da droga provocaram
toxicidade materna e malformacdes cardiovasculares na prole (Physicians Desk Reference,

2004).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Este estudo experimental tem como objetivo analisar a performance reprodutiva de ratas

expostas a sibutramina, avaliando seu possivel efeito teratogénico e sua influéncia sobre o

miocardio materno.

Objetivos especificos:
Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

e Avaliar se ratas que receberam dieta hipercaldrica (20% de gordura) por um periodo de 15
semanas apresentaram sobrepeso.

e Avaliar a performance reprodutiva das ratas dos grupos: Gl) controle, G2) controle
tratadas com sibutramina, G3) com sobrepeso e G4) com sobrepeso tratadas com
sibutramina (6,0 mg/kg/dia).

e Avaliar o efeito teratogé€nico da sibutramina sobre a prole de maes tratadas durante os
primeiros 15 dias de prenhez.

e Avaliar a pressdo arterial e a espessura das paredes ventriculares do coracdo das ratas

tratadas com sibutramina, com sobrepeso e de seus respectivos grupos controle.
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3. CAPITULOS

Este trabalho originou os artigos:

“Sibutramine effects on the reproductive performance of pregnant overweight and

non-overweight rats” que foi submetido e aceito no periddico “‘Journal of Toxicology

and Environmental Health, Parte A, dedicada ao Brasil” sob o codigo de MS #19

“Efeitos da sibutramina nos produtos da prenhez de ratas normais ou com

sobrepeso” que serd submetido ao periddico ‘“Journal of Applied Toxicology’.

32



JOURNAL o
TOXICOLOGY wo

ENVIRONMENTAL HEALTH

Part A: Current Issues

Editor-in-Chief
SAM KACEW, Ph.D.

McLaughlin Centre for Population Health Risk Assessment
Institute of Population Health, Room 310
University of Ottawa
1 Stewart Street
Ottawa, Ontano
KIN 6NS
Phone: (613) 562-5800 ext. 8357
Fax: (613) 562-5380
E-mail: skacew®uottawa.ca

Associate Editors:

GARY P. CARLSON

School of Health Sciences
Purdue University

West Lafayette, IN 47907-1338
Emaill: gcarison@purdue.edu

VINCENT CASTRANOVA

Pathology and Physiology
Research Branch

National Institute for Occupational
Safaty and Health

1095 Willowdale Road

Mail Stop 2015

Margantown, WV 26505

Email: VIC1@CDC.GOV

RAKESH DIXIT

Medimmune, Inc

One Medimmune Way
Gaithersburg, MD 20878

Email: Dixitr@medimmune.com

BYUNG MU LEE

Division of Toxicology

Coliege of Pharmacy
Sungkyunkwan University
Chonchon-dong 300, Changan-ku
Suwon, Kyonggi-do 440-746
South Korea

Email. bmiee@skku.ac.kr

MARK J. REASOR
Department of Pharmacology
and Toxicology
Robert C. Byrd Health Sciences Cenler
of West Virginia University
Morgantown, WV 26506
Email: mreasor@hsc wvu.edu

DR. CHUN-YUH YANG
Institute of Public Health
Kaohsiung Medical University
100 Shih-Chuan 1st Road
Kaohsiung 80708

Talwan

Email: chunyuh@cc. kmu.edu.tw

JUDITH T. ZELIKOFF

New York University School of Medicine
Department of Environmental Medicine
57 Oid Forge Road

Tuxedo, NY 10987

Email: judyz@env.med.nyu

e Taylor & Francis
Taylor & Frandis Group

www.taylorandfrancis.com

January 18,2010

Dr. Wilma de Grava Kempinas
Departamento de Morfolgia

Instiuto de Biociencas de Botacutu- UNESP
Disritio de Ribiao Junior s/n

18618-000 Botacutu

Brazil

Re: Brazil IBAMTOX Symposium Volume MS # 19
Title: Determination of sibutramine....
Dear Wilma:

| am happy to inform you that your manuscript has been
accepted in its revised version and forwarded to our publishers
Taylor & Francis for further handling once all the papers for this
volume have been received. Taylor & Francis will provide you with
the proofs of your paper approximately 8 months prior to
publication.

Should any questions arise concerning galley proofs, the
volume in which article is to appear, etc. please contact Andrea
McFadden(tel. 215-625-8900 ext.213 ) or(FAX. 215-625-2940 )

or email: at Taylor &
Francis.
Thank you again for your interest in the Journal of
i n i I Ith.
Sincerely
16

Sam Kacew, Ph.D.
Editor-in-Chief



Artigo 1

SIBUTRAMINE EFFECTS ON THE REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF PREGNANT
OVERWEIGHT AND NON-OVERWEIGHT RATS

Short running title: Sibutramine effects in pregnant rats

Luis Alberto Domingo Francia-Farje'; Denise Salioni Silva®; Gustavo Tadeu Volpato’; Glaura
Scantamburlo Alves Fernandes'; Nilson Carnietto®; Antonio Carlos Cicogna4; Wilma De Grava

Kempinas**

! Post-graduate Program of Cellular and Structural Biology, Institute of Biology, University of Campinas
(UNICAMP), Sdo Paulo, Brazil

? Department of Morphology, Institute of Biosciences, UNESP — Univ Estadual Paulista, Botucatu, Sdo
Paulo, Brazil

7 Institute of Biological and Health Science, Campus of Araguaia, Mato Grosso Federal University
(UFMT), Mato Grosso, Brazil

* Department of Medical Clinic, School of Medicine, UNESP — Univ Estadual Paulista, Botucatu, Sdo

Paulo, Brazil

34



*Correspondence to:

Profa. Dra. Wilma De Grava Kempinas
Departamento de Morfologia

Instituto de Biociéncias de Botucatu — Unesp
Distrito de Rubido Junior, s/n

18618-000 - Botucatu - SP - BRASIL

Tel: (+55 14) 38116264

E-mail: kempinas @ibb.unesp.br

35



Abstract

It is well-established that sibutramine produces weight loss and is used frequently in women of
child bearing age. However, the potential adverse consequences attributed to sibutramine use by
women who may become pregnant is not known. It was thus of interest to determine the effects
of sibutramine on the reproductive performance of pregnant rats. Overweight as well as non-
overweight female Wistar rats were treated with sibutramine (6mg/kg) orally, daily for 15 days
and then mated with normal male rats. Pregnancy was confirmed and treatment continued with
sibutramine until day 14 of pregnancy. On day 20 of pregnancy all rats were anesthetized for
determination of various maternal and fetal parameters. There was a significant maternal weight
reduction at the end of pregnancy in the non-overweight drug-treated group compared to control
(non-overweight, no drug). Sibutramine alone and overweight condition alone produced a
significant increase in postimplantation loss and placental index. In the overweight with or
without sibutramine groups a significant decrease in fetal weight was noted. Data suggest that
sibutramine alone or the condition of excess weight in the absence of drugs produced impaired
reproductive performance. However, treatment of overweight rats with sibutramine did not
further exacerbate fetal loss compared to sibutramine alone or the effects noted with excess

weight alone.

Key words: Sibutramine, overweight, pregnancy, reproductive performance, rats.
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Introduction

Obesity is currently a global epidemic and has contributed to increased frequency of
cardiovascular diseases, diabetes and hypertension (Tan et al., 2005). Obesity is frequently
defined simply as a condition of excessive fat accumulation in adipose tissue (WHO, 2000).
Adipose tissue plays an important role in energy storage, thermal isolation, and protection from
minor trauma (Bueno et al, 2005).

Genetic factors, diet and lifestyle are the predominant factors associated with obesity
development (Tan et al., 2005) and medical treatment may include the use of certain drugs
(Caterson, 1999). Sibutramine is an anorexigenic substance used in obesity treatment (Luque and
Rey, 1999). In the 1980s sibutramine was originally developed as an antidepressant, but was also
found to produce weight loss. Sibutramine appeared to affect food ingestion as well as energy
expenditure, which simulated the physiological process of satiety and stimulates thermogenesis
(Meridia, 2002). Hansen et al. (1999) indicated that weight loss occurred through the inhibition of
serotonin and norepinephrine reuptake.

The most commonly reported side effects of sibutramine include dry mouth, high blood
pressure, fatigue, constipation, tachycardia, anorexia, headaches and insomnia (Fanghanel et al.,
2000; James et al., 2000; Meridia, 2002). There are few reports on the use of sibutramine during
pregnancy and most of the studies refer use in the first trimester of pregnancy (Kadioglu et al.,
2004; De Santis et al., 2006, Zreik et al., 2005). In most cases, the women who were obese and
taking sibutramine did not know that they were pregnant. Einarson et al. (2004) observed that

some pregnant women administered sibutramine suffered miscarriages.
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Considering the lack of information regarding the adverse effects of sibutramine during
pregnancy, this study aimed to determine the reproductive performance of overweight and non-

overweight pregnant rats treated with sibutramine.

Materials and methods

Animals

Female (n=60) and male Wistar rats (n= 30), weighing approximately 116 g and 150 g
respectively, approximately 30 days old, were obtained from UNESP’s Vivarium (State of Sao
Paulo, Brazil). During the 2-week acclimation and experimental periods, rats were kept in an
experimental room under controlled conditions of temperature (2242 °C), humidity (50+10%),
and a 12hr light/dark cycle. Control animals had ad [libitum access to a commercial diet
(Agroceres® rat chow Brazil), and overweight rats to a hypercaloric diet with 20% excess lipids
(Agroceres® rat chow Brazil). Water was provided ad libitum. The Ethical Committee for Animal

Experimental Research approved the protocols used in this study (18/07-CEEA).

Obesity induction and pregnancy diagnosis

Obesity was induced by providing a hypercaloric diet for 15 weeks. The obesity state was
confirmed when the difference of body weight between overweight and control animals was
considered statistically significant (17 % higher). Female overweight following a 15 week
treatment of a hypercaloric diet and non overweight females were mated overnight with normal
weight male rats. The morning in which sperm was found in the vaginal smear was designated

gestational day 0 (GD 0) (Damasceno et al., 2008).
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Experimental groups

Rats were divided into 4 experimental groups: G1 = non-overweight (control, n=12); G2
= non-overweight treated with sibutramine (n=12); G3 = overweight (n=12); and G4 =
overweight treated with sibutramine (n=13). Pregnancy was confirmed and treatment continued
with sibutramine daily at 6mg/kg until GD 14. Sibutramine was daily diluted with saline solution

(0.9%).

Evaluation of pregnancy

Maternal weight was measured every 7 days during hypercaloric treatment and pregnancy
at approximately 9 a.m. In the afternoon of GD 20 rats were anesthetized with ether and
sacrificed by inducing pneumothorax. The gravid uterus was weighed and dissected to count dead
and live fetuses, resorptions, implantations, and number of corpora lutea. The number of
implantation sites was determined by the Salewski (1964) method. The fetuses were weighed and
male/female percentage ratio was calculated. The rates of pre-implantation loss and
postimplantation loss were calculated (Volpato et al., 2008). The fetuses and placentac were
weighed to calculate the placental index as: placental weight/fetal weight. The mean birth weight
of the control pups (G1) was 4.16 £ 0.32 g. Newborns in the experimental groups whose birth
weights did not diverge more than + 1 standard deviation (SD) from the G1 mean (i.e., those that
were within the 3.84 to 4.48 g range) were classified as appropriate for pregnancy age (APA).
Those whose weights were at least 1 SD greater than the G1 mean birth weight were classified as
large for pregnancy age (LPA). Those whose birth weights were at least 1 SD lower than the G1

mean birth weight were classified as small for pregnancy age (SPA) (Calderon et al., 1992).
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Statistical analysis

Student’s t test was used for comparison of weight between control and overweight
groups after 15 weeks of treatment. The Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test, was used
for comparison between experimental groups regarding the number of corpora lutea,
implantations, resorptions, fetal and placental weight, and placental index. For the number of live
and dead fetuses, gravid uterine and maternal weight and maternal weight gain, F test of Analysis
of Variance (ANOVA), followed by Student-Newman-Keuls test, was applied. The % values
were calculated by the Fisher Exact Test (Zar, 1999). A p<0.05 was considered statistically

significant.

Results
Obesity induction
As shown in Figures 1 and 2, after 15 weeks of hypercaloric diet treatment, the body

weight mean of overweight group was significantly higher than the non-overweight group.

Evaluation of the reproductive performance

Table 1 shows the reproductive performances in various experimental groups.
Sibutramine in non-overweight (G2) and overweight alone (G3) rats presented a reduced number
of live fetuses per implantation compared to control. G2 and G3 groups also displayed an
increased % postimplantation loss and placental index. The placental weight was significantly
higher in non-overweight drug-treated group (G2). The overweight groups (G3 with no drug and
G4 with sibutramine) presented an elevated number of SPA fetuses and decreased fetal body

weight compared to control group.
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Discussion

There are several models of hypercaloric diets, with addition of carbohydrates or fat that
results in significant weight gain (Von Diemen et al., 2006). In animals, hyperlipidic feeding is an
important factor in etiology of obesity as these diets induced excessive body fat accumulation in
monkeys, dogs, pigs, squirrels, hamsters and rats (Willet, 1998; Katan, 1999). This study used an
obesity-induced model which incorporated a hypercaloric (hyperlipidic) diet intake that is similar
to that noted in humans. Our data showed that the use of this diet may thus serve as an
appropriate experimental model for inducing significant weight gain in animals in agreement
with the previous findings of Nascimento et al. (2005).

In the USA, obesity during pregnancy occurs frequently and elevates the risk of adverse
obstetric outcomes, especially to the fetus and newborn with consequent increased use of the
health care system and financial cost burdens (Chu et al., 2008). Clinical investigations
demonstrated that obese women presented with high rates of amenorrhea and infertility (Hassan
and Killick, 2004). In our study it was found that being overweight was associated with a
reduction in % live fetuses per implantation sites, and consequently increased postimplantation
loss. Linne (2004) reported the possibility of adverse effects on the health of obese mother’s
children. Rolls and Rowe (1982) and Holemans et al. (2004) showed that pups weights of obese
and control mothers did not differ significantly at birth; however, Rolls and Rowe (1982)
observed that pups of obese mothers weighed significantly less than those of controls at weaning.
In this study a decrease in fetal body weight was noted in overweight groups in the absence or

presence of sibutramine confirmed to increase of % in small for pregnancy age fetuses.
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Numerous substances including sibutramine are currently used in the treatment of obesity
both in non-pregnant as well as during pregnancy. Various experimental studies indicated that
pre-natal administration of selective serotonin reuptake inhibitors, statins, and medicinal plants
like rosemary (Rosmarinus officinalis L.) extract may result in fetal death, malformations or
growth suppression (Damasceno and Lemonica, 1999; Mello et al., 2005; Ofori et al., 2007,
Pendersen et al., 2009).These compounds may cross the placenta producing deleterious effects on
the embryo (Volpato et al., 2006). In this study, sibutramine administrated to pregnant rats
produced a decrease in number of live fetuses and increased rate postimplantation loss. On GD 0
the maternal weight of overweight non drug-treated rats was significantly higher than control.
Sibutramine was effective in reducing weight in the overweight drug-treated group. At the end of
pregnancy (5 days after termination of sibutramine treatment), the body weight of animals in the
overweight non drug-treated group did not differ from control, possibly as a result of increase in
postimplantation loss with consequent decreased fetal number.

Data thus indicate that sibutramine is effective in reducing body weight in non-pregnant
rats but failed to markedly alter maternal weight gain during pregnancy. Sibutramine treatment
produced a significant increase in postimplantation loss index similar to that noted in overweight
rats; however, in the presence of obesity and sibutramine, there was no marked effect on
postimplantaion loss. Evidence thus suggests that the use of sibutramine does not appear to exert

additive or potentiating effects in pregnant overweight rats.
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Figure Legend

Figure 1. Body weight of non-overweight and overweight animals after 15 weeks of normal
and hypercaloric diet treatment.
Values are expressed as means = SEM. Data were evaluated by the Student’s t test

* Significant from control p<0.05. (n=30/group)

Figure 2. Body weight of non-overweight and overweight animals during 15 weeks of
normal and hypercaloric diet treatment. After 10 weeks, shows that there was statistically

significant diference between body weight of non-overweight and overweight animals.
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Table 1. Reproductive performance of non-overweight and overweight rats treated orally with

sibutramine (6.0 mg/kg body weight/day) before mated and until 14" of pregnancy.

Groups
Gl G2 G3 G4
Pregnant females (N) 12 12 12 13
Pregnant at term (N) 12 12 11 13
With total resorptions (N) 0 0 1 0
Corpora lutea

Total (N) 162 156 171 178

Mean + SD 13.50 £2.24 13.00 £2.33 15.54 £3.11 13.69 £ 2.06
Implantation

Total (N) 126 129 115 156

Mean + SD 10.50 £2.43 10.75£2.18 10.45£3.01 12.00 £ 1.53
Live fetuses

Total (N) 119 104 98 143

Mean + SD 9.92+2.61 8.67 347 8.91£2.91 11.00 £2.27

can=on o 94.44 80.62 85.22 91.67

Per implantation sites (%)

Dead fetuses
Total (N) 0 0 1 0
+ + + +

Mean + SD 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.13+£0.34 0.00 £ 0.00
Resorptions

Total (N) 7 25 16 13

% Per litter (mean + SD) 6.31+7.32 23.32 +28.60 1247 £ 18.11 8.81+11.03
Preimplantation loss (%) 22.22 17.31 32.75 12.36
Postimplantation loss (%) 5.56 19.38% 14.78%* 8.33
Fetal body weight (g)

Mean + SD 4.16£0.32 4.09£0.40 3.92+0.51% 4.04 £ 0.34*
SPA Fetuses (%) 15.97 25.45 35.35% 29.79%
APA Fetuses (%) 71.43 61.82 56.57% 63.12
LPA Fetuses (%) 12.60 12.73 8.08 7.09
Placental weight (g)

Mean + SD 0.48 £ 0.07 0.55 £ 0.09* 0.49 £ 0.08 0.49 £ 0.07
Placental Index (g)

Mean + SD 0.11£0.02 0.13 £0.02% 0.12 £0.03* 0.12£0.02
Sex ratio (M/F) 57/62 55/51 50/47 77167
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Maternal weight (g)

Day 0 253.00 + 19.79 23429+19.12  275.13+33.86%  257.15%30.09
341.83 +32.82 317.00 +25.23 355.12 +47.54 358.85 +43.34

Day 20
Maternal weight gain () - MWG g 80+ 19.30 83.54 + 16.15 79.98 + 34.02 101.66 +21.89
Gravid uterine weight (2) - GUW 58 17+ 16.28 49.12 +20.03 51.18 +17.79 63.08 + 13.29
MWG minus GUW (g) 30.63 + 10.40 34.42 +20.57 36.34 +18.21 38.58 + 26.60

G1 = non-overweight group, G2 = non-overweight treated with sibutramine, G3 = overweight group, and G4 =

overweight treated with sibutramine. N= number. Data shown as mean * standard deviation (SD) and proportions

(%). Different values (p<0.05) from those of the non-overweight group (G1) are indicated by an asterisk (*).
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Resumo

A ac¢do anorexigena e termogénica da sibutramina € bem conhecida e tem como efeitos
colaterais principamente o aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca. Entretanto, seus
efeitos sobre os fetos de mulheres que receberam sibutramina durante a gestagdo niao é bem
conhecido. Assim, este trabalho visa avaliar o possivel efeito teratogénico da sibutramina na
prole de ratas tratadas durante a prenhez e sua possivel influéncia na morfofisiologia cardiaca das
maes. Foram utilizados quatro grupos de animais: ratas controle, ratas controle tratadas com
sibutramina, ratas com sobrepeso, ratas com sobrepeso tratadas com sibutramina. As ratas
tratadas receberam sibutramina diariamente (6mg/kg), via gavage por 15 dias, sendo em seguida
acasaladas com ratos adultos normais. A prenhez foi confirmada via esfregaco vaginal e o
tratamento continuou por mais 15 dias durante a prenhez. No dia 20 de prenhez, todas as ratas
foram anestesiadas e realizaram-se as laparotomias com a retirada dos fetos para as andlises
esqueléticas e viscerais. Também foram retirados os coragdes das maes para a andlise
morfométrica. Nos grupos controle tratado com sibutramina, com sobrepeso € com sobrepeso
tratado com sibutramina, houve nimero de fetos com anomalias esqueléticas significativamente
maior que nos animais do grupo controle. Em relacdo a presenca de anomalias viscerais, ndao
houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais. A sibutramina causou aumento de
pressdo arterial e alteracdes morfométricas nos coracdes dos animais tratados. Concluiu-se que,
nessas condicdes experimentais, a sibutramina e o sobrepeso, isoladamente ou combinadas,
causaram anomalias esqueléticas fetais em ratos. Em relagdo a avaliacdo cardioldgica, o uso de

sibutramina por ratas normais pode causar aumento da espessura da parede do VE, mas seu uso
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por ratas com sobrepeso traz efeito cardiovascular benéfico, pois, ao diminuir o peso corpéreo,

pode diminuir a sobrecarga funcional do coragao.

Palavras chave: sibutramina, sobrepeso, gravidez, risco teratogénico, anomalias fetais, ratas.

Introducao

A obesidade pode ser descrita como a “Sindrome do Novo Mundo”. Sua prevaléncia esta
aumentando continuamente em todas as faixas etdrias em varios paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Estudos mostram que, na década dos anos 90, o problema da obesidade tem
aumentado de 12 a 20% em homens e 16 a 25% em mulheres (Flegal et al., 1998). Nos Estados
Unidos e em alguns paises europeus, quase dois ter¢os da populagdo tem sobrepeso e quase um
terco € obesa (Tzotzas & Krassas, 2004; Ogden et al., 2006; Department of Health and Human
Services, 2008). A obesidade nao é simplesmente produto de ingestdo exagerada de alimento e de
falta de exercicio, pois o acimulo de gordura ou a mobilizacao dos lipidios, a partir dos depdsitos
de gordura, sdo controlados por vérios fatores como regulacao hormonal da fome e da saciedade,
regulacdo dos niveis de glicose, controle central da taxa metabdlica basal e do tamanho e da
atividade metabdlica dos adipdcitos (Grun & Blumberg, 2009). Além disso, a etiologia da
obesidade envolve, por um lado, fatores genéticos, metabdlicos e neurais (Dryden et al., 1994;
Andersson, 1996; Flier and Flier, 1998) e, por outro, fatores ambientais, habitos alimentares,

atividade fisica e fatores socio-culturais (Wadley, 1980; Spiegelman and Flier, 1996).
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O sobrepeso e a obesidade tém contribuido com o aumento de doencas cardiovasculares,
hipertensdo, doengas respiratérias e desordens metabdlicas (Tuck et al., 1981; Kolarzyk et al.,
1985; Rahilly, 1997; Tan et al., 2005).

Apesar do aumento do nimero de pessoas com excesso de peso e com obesidade, o
tratamento médico inclui apenas alguns tipos de drogas (Caterson, 1999). Diretrizes nutricionais
recomendam uma dieta com baixas calorias e exercicio para promover perda de peso (Health,
2000). No entanto, apds a perda de peso inicial, a motiva¢do parece acabar depois de atingido o
platd esperado (Lean, 2001). Este platdé da perda de peso tem estimulado vdrios cientistas na
procura de novas drogas. Fenfluramina e fluoxetina foram sugeridas como possiveis solucoes,
mas causam efeitos colaterais sérios, razao pela qual foram retiradas do mercado (Cannistra et al.,
1997; Mark et al., 1997; Rothman and Bauman, 2002). A sibutramina foi inicialmente usada nos
anos 80 como antidepressivo devido ao seu mecanismo de acdo, inibindo a recaptacdo de
norepinefrina e serotonina (Heal, 1998; Wortley, 1999) e tem sido usada nos Estados Unidos,
onde foi introduzida pelos Laboratérios Abbott, no tratamento de obesidade desde fevereiro de
1998, (Luque and Rey, 2002). Essa droga causa aumento da saciedade e estimula a termogénese
através da queima de gordura (Hansen, 1999; Meridia, 2002), causando assim perda de peso. A
sibutramina apresenta, também, efeitos colaterais tais como boca seca, aumento da pressiao
arterial, fadiga, constipacdo, taquicardia, dor de cabeca e insOnia (Luque and Rey, 1999;
Fanghanel et al., 2000; James et al., 2000; Meridia, 2002). Existem poucos relatos do uso de
sibutramina durante a gravidez e a maioria deles se refere ao uso da droga durante o primeiro
trimestre de gravidez (Kadioglu et al., 2004; Zreik et al., 2005; De Santis et al., 2006). Na

maioria dos casos, as mulheres eram obesas, estavam em tratamento com a sibutramina e nao
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estavam cientes da gravidez. Segundo as observacdes de Einarson et al. (2004), algumas das
mulheres gravidas em tratamento com a sibutramina apresentaram abortos.

Atualmente cerca de um bilhdo de pessoas no mundo apresentam pressao arterial alta, e
ha espectativa de que este quadro atinja um bilhdo e meio de pessoas até 2025, afetando 1 entre 3
adultos com 20 anos de idade média (Kearney et al., 2005). A circulacdo sanguinea ¢ mantida
gragas a funcdo de bomba aspirante/premente que o coragdo possui. Ele apresenta quatro camaras
- atrios direito e esquerdo e ventriculos direito e esquerdo. Assim, o coracdo € dividido por um
septo, ao longo de seu eixo maior, em por¢des direita e esquerda, compreendidas por um atrio e
um ventriculo cada uma. O datrio do coragado direito recebe sangue venoso dos 6rgados periféricos
e, através do ventriculo direito, esse sangue € direcionado aos pulmdes. A circulagdo pulmonar
inicia-se no ventriculo direito e termina no atrio esquerdo e apresenta um sistema de baixa
pressdo. Ao contrdrio, a circulagdo sistémica, que se inicia no ventriculo esquerdo, apresenta
pressao suficiente para garantir a perfusdo do sangue através de todo o organismo. A circulacao
sist€émica termina no atrio direito, as veias cavas superior e inferior, e do seio corondrio,
despejam o sangue venoso com pressdo praticamente zero.

O ciclo cardiaco entre dois batimentos € dividido em didstole e sistole, que representam
respectivamente o relaxamento e a contracdo do miocardio das cAmaras (Frank, 1959). Durante a
diastole atrial o sangue flui para o interior do coracao (fungdo aspirante) e a contracao dos 4trios
promove o enchimento passivo dos ventriculos que estdo relaxados. Durante a didstole
ventricular a pressdo interna do coracao permanece baixa e depois que as valva atriventriculares
se fecham (primeira bulha cardiaca), a musculatura ventricular se contrai isovolumetricamente,
diminuindo a cavidade ventricular. Neste momento a pressdo ventricular excede as pressdes da

aorta e do tronco pulmonar, as valvas destes vasos se abrem e o sangue é ejetado do coracdo
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(funcdo premente). Apds a ejecdo do volume intraventricular, as pressdes ventriculares caem
rdpidamente e as valvas adrtica e do tronco pulmonar se fecham (segunda bulha cardiaca). Neste
momento, as valvas atrioventriculares se abrem reiniciando a diastole ventricular (Frank, 1895).
O comprimento da fibra muscular e a tensdo estdo em intima relacdo, assim o enchimento do
ventriculo leva ao aumento da pressdo ventricular. Esta relacao é conhecida como mecanismo de
Frank-Starling (Starling, 1897).

O funcionamento do coragdo € modulado pelo sistema nervoso autdnomo simpético e
parassimpdtico através de neurotransmissores como a acetilcolina e a norepinefrina
respectivamente. O aumento de norepinefrina por a¢do do sistema nervoso autdbnomo simpatico
estimula o aumento da freqii€ncia cardiaca e da PA sist6lica.

Visando acrescentar informacdes sobre os possiveis efeitos teratogénicos da sibutramina
sobre a prole, este estudo tem como objetivo avaliar as possiveis alteracdes esqueléticas e
viscerais dos fetos de ratas com e sem sobrepeso, tratadas ou ndo com sibutramina. Ao mesmo
tempo, procurou-se avaliar nas maes as possiveis alteracdes da pressdo arterial e as consequentes

variagdes morfométricas do miocérdio induzidas pela sibutramina.

Materiais e métodos
Animais

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas (n=60) e machos (n=30), pesando aproximadamente
116 g e 150g, respectivamente, com 30 dias de idade, obtidas do biotério do Laboratério
Experimental do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da UNESP de

Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de
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Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu, sob condicdes controladas de
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro), temperatura (média de 23°C), umidade
(50£10%) e circulagdo continua de ar. Durante a semana de adaptacdo, os animais receberam
dgua e racao padrao (Agroceres®) ad libitum.

Os animais dos grupos experimentais receberam racdo e dgua ad libitum. Os animais dos
grupos controle receberam racao padrdo (Agroceres®) e os animais dos grupos com sobrepeso
receberam racdo hipercaldrica com 20% de gordura (Agroceres®). Os protocolos usados nesta

pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (18/07-CEEA).

Indugdo de sobrepeso, grupos experimentais e diagnostico de prenhez

A indugdo de sobrepeso foi realizada com o uso de dieta hipercalérica durante 15
semanas, sendo que o sobrepeso foi confirmado através da diferenca estatisticamente
significativa do peso corpéreo entre os animais do grupo controle e do grupo com sobrepeso

(Francia-Farje et al. 2010 in press).

Apés 15 semanas, os animais controle e com sobrepeso foram distribuidos em quatro
grupos: G1= sem sobrepeso (controle, n=12), G2= controle tratado com sibutramina (n=12), G3=
sobrepeso (n=12) e G4= sobrepeso tratado com sibutramina (n=13). Os animais foram tratados
oralmente (via gavage) com sibutramina (6,0 mg/kg/dia) durante 15 dias antes do acasalamento.
Depois de confirmada a prenhez, o tratamento continuou até o 14° dia de prenhez (DG 14). Os
grupos ndo tratados com sibutramina (controle e sobrepeso) receberam solucdo salina (0,9 %)
pela mesma via.

Apods 15 semanas de tratamento com dieta hipercal6rica, as ratas foram acasaladas com

machos adultos na proporc¢ao de 1:1 durante o periodo escuro do ciclo. Na manha seguinte, foram
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coletados esfregacos vaginais e, quando identificados espermatozéides nas laminas, considerou-

se como dia 0 de prenhez ou DG 0 das fémeas (Damasceno et al., 2008).

Andlise das anomalias externas, esqueléticas e viscerais (Figuras 2A, 2B e 2C)

As laparotomias das maes dos quatro grupos foram realizadas no DG20. Os animais
foram anestesiados com éter e mortos pela indu¢do de pneumotérax. Durante as laparotomias, as
visceras das maes foram analisadas para possivel detec¢do de anormalidades macroscépicas. Os
fetos foram retirados e, apds as andlises macroscopicas, metade dos fetos de cada ninhada foi
fixada em dlcool 70% e, posteriormente, processada para andlise de anomalias e/ou
malformacodes esqueléticas. A outra metade foi colocada em solugdo fixadora de Bodian (148 ml
de dgua destilada, 50 ml de formaldeido, 50 ml de acido acético glacial e 752 ml de dlcool etilico
a 95% - Damasceno et al., 2008) para andlise de anomalias ou malformagdes viscerais.

A andlise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas foi realizada utilizando-se o
método de Staples & Schnell (1964). Para a observagdo e contagem dos pontos de ossificacdo na
ninhada processada, utilizou-se o método proposto por Aliverti et al. (1979). A andlise visceral

foi realizada seguindo o método descrito por Wilson (1965).

Avaliacdo de mudangas morfofuncionais cardiacas nas fémeas
Avaliagdo da Pressdo Arterial (PA)

A avaliacdo da pressdo arterial foi realizada nas ratas dos quatro grupos experimentais no
Laboratério Experimental do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina —
UNESP - Campus de Botucatu (SP-Brasil). Os animais foram colocados em suporte proprio

provido de mecanismo de conteng¢do. A seguir, as caudas dos animais foram colocadas em
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manguito apropriado no qual foi colocado um sensor ou transdutor. As pressdes captadas pelo
esfigmomandmetro foram registradas em papel por meio de Poligrafo de dois canais (Gould
3200). O parametro analisado foi a pressao arterial sistdlica cujo limite de normalidade € 110 a

120 mmHg. (Figura 2 D)

Procedimentos para o estudo histologico (morfometria)

Apés a laparotomia das ratas prenhes (DG 20), os coragdes foram retirados, pesados,
lavados com solucao fisioldgica, fixados em solugao de Karnovsky (solu¢do de paraformaldeido
a 5% e de glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato Sorensen pH 7,2 — 0,1M), desidratados e
incluidos em historesina Leica®. A seguir foram realizadas sec¢des transversais dos érgaos com
Sum de espessura em micrétomo rotativo automdtico. Estes cortes foram corados com azul de
toluidina (AT), desidratados e montados. As laminas foram analisadas e fotografadas em
fotomicroscopio digital Leica® DMLB do Departamento de Morfologia do IBB/UNESP.

A morfometria foi realizada nos cortes histolégicos cardiacos das laminas, onde foram
realizadas 10 medidas aleatérias das paredes dos ventriculos direito, esquerdo e do septo
interventricular (Figura 2E). Para a mensuracao, foi utilizado o Sistema de Andlise de Imagens

Computadorizado LEICA QWin Plus V 3.5.0 do Departamento de Morfologia do IBB/UNESP.

Andlise Estatistica
Para a analise das anomalias fetais externas e internas, foi usado o teste de Goodman e
ANOVA seguido de Teste de Student Newman-Keuls. Para a andlise morfométrica dos coragdes,

foi utilizada a Técnica de Varidncia para o esquema de dois fatores no experimento inteiramente
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casualizado, ndo balanceado, complementada com o teste de Comparagdes Multiplas de Tukey.

Para todos os testes, foi considerado como nivel de significancia estatistica p<0,05 (Zar, 1999).

Resultados

A Tabela 1 mostra os pontos de ossificacdo nos quatro grupos experimentais: controle
(G1), controle tratado com sibutramina (G2), com sobrepeso (G3) e com sobrepeso tratado com
sibutramina (G4). O ndmero de falanges anteriores e posteriores, metacarpos, metatarsos,
vértebras caudais e esternébrios dos grupos G2, G3 e G4 nao diferiram do grupo G1. Os nimeros
de sitios de ossificacdo total dos grupos G2 e G3 foram menores do que os grupos G1 e G4,
porém ndo houve diferencga estatisticamente significativa.

A Tabela 2 mostra a incidéncia de anomalias externas, esqueléticas e viscerais entre 0s
grupos experimentais. Nao foram observadas anomalias externas em nenhum dos grupos
experimentais. Em relacdo ao nimero de anomalias viscerais, também nao foram observadas
diferencas significativas dos grupos G2, G3 e G4 em relacdo ao grupo G1. A anélise esquelética
mostrou que os grupos G2, G3 e G4 apresentaram numero total de fetos com anomalias
significativamente maior em relacdo ao grupo Gl. Quando analisada a média de fetos com
alteracoes por ninhada, foi observado que os grupos G2 e G3 apresentaram média
significativamente maior que o grupo G1 e o grupo G4 apresentou média maior do que o GI,
embora ndo estatisticamente significativa.

A Figura 1 mostra os valores de pressdo arterial sistdlica dos grupos controle, controle

tratado, com sobrepeso € com sobrepeso tratado, apds o periodo de uma semana de tratamento
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com sibutramina 6 mg/Kg/dia. Na tabela, observa-se que os valores de pressao arterial nos grupos
controle tratado e com sobrepeso tratado sao significativamente maiores que no grupo controle.

A Tabela 3 mostra os valores de peso absoluto e relativo dos coragdes dos quatro grupos
experimentais. Observa-se que o grupo com sobrepeso ndo tratado com sibutramina (G3)
apresentou peso cardiaco absoluto significativamente maior do que o grupo G1. Em relacdo ao
peso relativo, ndo se observaram diferencas significativas entre os grupos.

A Tabela 4 mostra os valores em média e desvio padrdo da espessura da parede do
ventriculo esquerdo (VE), do septo interventricular, e da parede do ventriculo direito,
respectivamente, dos coracdes das ratas dos quatro grupos experimentais. Nesta tabela, observa-
se que a parede do VE do grupo G3 € significativamente mais espessa do que o grupo G1. Do
mesmo modo, nota-se que o septo interventricular do grupo G4 ¢ significativamente mais
delgado que o septo do grupo G3. Em relacdo a espessura do ventriculo direito, ndo se

observaram diferencas significativas entre os grupos.

Discussao

O aumento no nimero de pessoas com sobrepeso ou obesidade, atualmente ja constatados
também em criancas e jovens, tem contribuido com o aumento de doencas cardiovasculares,
hipertensdo, doencas respiratorias e distirbios metabdlicos (Tuck et al., 1981; Kolarzizyk et al.,
1985; Rahilly, 1997; Tan et al., 2005). Existem vérios métodos para inducdo de sobrepeso,
Francia-Farje et al. (2010) utilizaram dieta hipercaldrica (20% de gordura) durante 15 semanas de
tratamento, sendo que, apds este periodo, o grupo com sobrepeso apresentou peso

significativamente maior do que o grupo controle. Isto possibilitou o estudo da performance
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reprodutiva das ratas com sobrepeso e com sobrepeso tratadas com sibutramina onde
observaram-se alteracdes em vdarios parametros como aumento da perda de embrides
pésimplanta¢do no grupo com sobrepeso.

Os tratamentos disponiveis para o tratamento de obesidade ou sobrepeso incluem dietas,
exercicios e, em casos mais graves, a cirurgia baridtrica e a administracdo de alguns tipos de
drogas (Caterson, 1999). Uma das drogas utilizadas nos dltimos anos, a sibutramina mostrou-se
eficaz no tratamento da obesidade. Essa droga atua inibindo a recaptacdo de serotonina,
aumentando a saciedade e diminuindo o apetite e, consequentemente, o consumo de alimento e
incrementando o gasto energético (Stock, 1997; Hansen et al., 1999; Walsh et al.,1999).

Inimeros experimentos com humanos e com animais procuraram determinar a dose ideal
de sibutramina para a obtencao de resultados satisfatérios. Nesses estudos foram utilizadas doses
que variaram entre 0,06 mg/kg a 32mg/kg. (Nakagawa et al., 2000; Brown et al., 2001; Strack et
al., 2002; LeBlanc M. & Thibault, 2003; Hu et al., 2004; Foltin, 2006). Para padronizacao da
dose de 6,0 mg/kg/dia utilizada neste trabalho, foram realizados ensaios anteriores para testar as
doses de 0,6, 2,0, 4,0, 6,0 e 30,0 mg/kg/dia, sendo que a ultima mostrou-se invidvel para ratas.

A sadde materna pode ter impacto significativo no tutero, no desenvolvimento fetal e,
desse modo, na saide da prole na vida adulta (de Boo and Harding, 2006). Os fetos de maes
obesas t€ém que se adaptar ao suprimento aumentado ou deficitdrio de certos nutrientes, 0s quais
podem alterar sua fisiologia e metabolismo permanentemente (de Boo and Harding, 2006).

A obesidade e/ou sobrepeso e o uso de determinados medicamentos (Pedersen et al.,
2009) e plantas medicinais no periodo pré-natal podem causar anomalias fetais (Damasceno and
Lemonica, 1999; Mello et al., 2005; Ofori et al., 2007; Rasmussen et al., 2008). Linne (2004)

relatou a possibilidade de efeitos negativos sobre a satide dos filhos de maes obesas. Rasmussen
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et al. (2008) observaram que a obesidade materna aumenta o risco de defeito do tubo neural na
prole. Assim, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os autores mencionados,
demonstrando através de nimero significativamente maior de fetos com anomalias esqueléticas
nos grupos com sobrepeso e com sobrepeso tratado com sibutramina.

Poucos estudos relataram o uso da sibutramina para avaliar a performance reprodutiva em
fémeas e/ou seu potencial teratog€nico. De Santis et al. (2006) observaram o efeito da
sibutramina durante o primeiro trimestre de gravidez de 52 mulheres, as quais estavam tomando o
medicamento sem saberem que estavam gravidas. Relataram sete casos de hipertensdo durante a
gravidez e nenhum caso de anomalias congénitas nos neonatos. Ramzi et al. (2005) estudaram o
efeito da sibutramina durante o segundo trimestre de gravidez em trés mulheres. Em um dos
casos, a gravidez transcorreu dentro dos padrdes de normalidade e o bebé nasceu saudavel e sem
malformacdes. Em outro caso, ocorreu um aborto espontdneo e o feto nao apresentava
malformacdes externas, porém a placenta mostrava sinais de anomalias cromossdmicas. Einarson
et al. (2004) acompanharam dez gravidas expostas a sibutramina e constataram que houve sete
recém-nascidos sauddveis, um aborto terapéutico e dois abortos espontaneos. Kadioglu et al.
(2004) reportaram resultados ndo deletérios em duas mulheres grividas expostas a sibutramina

durante o primeiro trimestre.

Em coelhos, se observou-se toxicidade materna a sibutramina e malformagdes
cardiovasculares (Ramzi et al., 2005). Em relacdo as andlises esqueléticas realizadas ao longo do
presente trabalho, os grupos tratados com sibutramina G2 e G4 apresentaram elevado nimero de
fetos com anomalias. Esses dados estdo em concordancia com os resultados obtidos por Ramzi et

al. (2005).
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As malformagdes esqueléticas nos grupos G2, G3 e G4, demonstradas por defeitos na
ossificacdo, foram causadas pela alteragdo no desenvolvimento ésseo dos fetos, sendo provocada
pela obesidade, pela sibutramina, ou por ambos. O tecido adiposo pode causar alteracdes no
desenvolvimento e no crescimento (Kershaw, 2004), enquanto a sibutramina, que age no
hipotdlamo, regulando o apetite da mae, também pode causar alteracdes no desenvolvimento e no
crescimento fetal. Existem estudos com agentes redutores de peso que indicaram ocorréncia de
defeitos no tubo neural (Robert et al., 1995), associado a perda de peso durante a gravidez
(Garcia-Bournissen et al., 2007) e, por este motivo, ndo é recomenddvel o uso de sibutramina
durante este periodo. Embora os estudos em animais sejam divergentes sobre a existéncia ou nao
de um potencial de teratogenicidade, os resultados do presente trabalho sugerem que ndo ha
seguranca no uso da sibutramina durante a gravidez. Durante a lactacdo, seu uso também deve ser
evitado, pois ainda ndo existem evidéncias se a sibutramina é excretada no leite materno

(Ballone, 2005).

A auséncia de alteracOes nas andlises viscerais nos fetos das ratas dos grupos controle
tratado com sibutramina (G2) e com sobrepeso tratado com sibutramina (G4) estd de acordo com

os resultados encontrados por Hu et al.(2004).

Em situacdes fisiolégicas normais, o ventriculo esquerdo apresenta paredes mais grossas
que o ventriculo direito. Como ja mencionado, essa diferenca ocorre devido o ventriculo direito
bombear sangue exclusivamente aos pulmdes, enquanto o ventriculo esquerdo bombeia sangue
arterial através de toda a circulagdo sistémica (Berne et al., 2000). Interessante mencionar que,
durante o desenvolvimento intra-uterino, o ventriculo direito apresenta paredes mais espessas que

o esquerdo. Esse miocdrdio hipertrofico se deve a alta resisténcia vascular apresentada pelos
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pulmdes em desenvolvimento e ainda ndo funcionais, e a alta pressdo adrtica que se contrapde ao
expressivo desvio de fluxo da artéria pulmonar através do ducto arterial (Moore and Persaud,
2000).

Durante a hipertensdo arterial sistémica o coracdo € um dos primeiros 6rgdos a ser
afetado. Punzi and Flamenbaum (1989) observaram que, dos pacientes hipertensos ndo tratados,
22% apresentaram hipertrofia do septo interventricular; enquanto Nicholls (1996) observou
hipertrofia ventricular esquerda em 20% dos pacientes na mesma situacao.

A avaliacado de pressao arterial demonstrou que os valores de pressao arterial sdo altos nos
grupos controle tratado com sibutramina e com sobrepeso tratado com sibutramina, concordando
com os estudos que mostram que a sibutramina causa um aumento na pressao arterial (Yanovski
& Yanovski, 2002; Kim et al., 2003). Como mencionado acima, estes valores elevados de pressao
arterial podem causar mudangas no coragdo, causando principalmente hipertrofia do musculo
cardiaco, levando ao aumento da espessura das paredes ventriculares, assim como do septo
interventricular (Nicholls, 1996; Tortora, 2002; Rubin, 2006). Por outro lado, a obesidade pode
causar hipertensdo e hipertrofia da musculatura cardiaca (Wilson et al, 2002) em face da maior
exigéncia funcional do 6rgdo para suprir todos os tecidos. Isso foi confirmado apds avaliacao
morfométrica da parede do ventriculo esquerdo no grupo sobrepeso, onde a espessura da parede
foi estatisticamente maior do que no grupo controle. O grupo controle tratado com sibutramina
apresentou espessura média da parede do ventriculo esquerdo maior do que o grupo controle nao
tratado, porém sem significancia estatistica; enquanto a parede do ventriculo esquerdo do grupo
sobrepeso tratado apresentou espessura da parede ventricular esquerda menor do que a do grupo

sobrepeso nao tratado. Esse resultado também se confirma com os valores observados na
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espessura do septo interventricular, onde o grupo sobrepeso tratado com sibutramina apresentou
espessura do septo interventricular menor do que o grupo sobrepeso nao tratado.

Estes resultados sugerem que o uso de sibutramina por individuos sem sobrepeso ou com
pouco sobrepeso pode causar aumento da espessura da parede do VE através do efeito
hipertensivo indesejavel, mas paradoxalmente o seu uso por individuos obesos pode trazer efeito
cardiovascular benéfico, uma vez que, diminuindo o peso corpdéreo diminui a sobrecarga

funcional do coragdo.
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Legendas

Figura 1. Valores de pressao arterial sistdlica (PA) das ratas apés uma semana de tratamento
com sibutramina. Valores expressos em média. Teste ANOVA, com teste a posteriori deTukey-
Kramer. Os asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nao tratado.

% p<0,05; *** p<0,03.

Figura 2: A. Pontos de ossificagdo para andlise esquelética dos fetos. B. Desenho mostrando os planos de
corte usados na andlise visceral dos fetos. C. Andlise esquelética. Esternébrios com aspecto normal
na primeira figura da direita. Esternébrio com pouca ossificacdo (seta grande). Esternébrios com
ossificacdo incompleta (setas finas). Auséncia de esternébrio (cabeca de seta). Vértebra tordcica em
alteres ou com ossificacdo incompleta. Figuras tiradas de Damasceno et al., 2008. D. Pressdo Arterial
sistélica normal registrada no poligrafo. E. Corte transversal de coracdo normal mostrando as

paredes ventriculares e o septo interventricular, usados para a realiza¢io da anélise morfometrica.
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Tabela 1

Sitios de ossificagdo dos grupos de ratas controle (G1), controle tratadas com sibutramina (G2),

com sobrepeso (G3) e com sobrepeso tratadas com sibutramina (G4) (6,0 mg/kg peso

corporeo/dia).

Grupos
GI G2 G3 G4
Nuamero de fetos
_ 63 58 54 72
analisados
Falanges anteriores 1,54 +0,39 1,33+0,48 1,76 + 1,05 1,75+ 0,52
Metacarpos 3,81 +048 4,00 % 0,00 3,57 +0.68 3,97 +0,09
Falanges posteriors 0,00 + 0,00 0,06 + 0,14 036+ 121 0,00 + 0,00
Metatarsos 4,04 + 0,34 4,00 + 0,00 3,64+ 1,21 4,01 + 0,05
Vértebras caudais 3,96+ 0,63 3,6240,79 3,79+ 0,54 4,07+0,71
Esternébrios 5,90+ 0,33 5,90 0,22 5,85+ 0,20 5,95+0,10
Total 19,25 + 1,44 18,91+ 1,24 18,98 + 1,64 19,76 + 1,16

Valores mostrados em média * desvio padrdo (DP). Valores com diferenga significativa (p<0,05) comparados aos
do grupo controle (G1) sdo indicados com asterisco(*). Teste de Goodman e ANOVA seguido de Teste de

Newman-Keuls.
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Tabela 2

Incidéncia de anomalias na prole de ratas controle (G1), controle tratada com sibutramina (G2),

com sobrepeso (G3) e com sobrepeso tratadas com sibutramina (G4) (6,0 mg/kg peso

corporeo/dia) antes do acasalamento e até o 14° dia de prenhez.

Anomalias externas

Nuamero de fetos examinados (ninhada)
Niimero total de fetos (%) com alteracgoes

Média de fetos % com alteracoes por ninhada

Anomalias esqueléticas

Numero de fetos examinados (ninhada)
Niimero total de fetos (%) com alteracoes

Média de fetos % com alteracoes por ninhada

Craniofenestria

Ossificacd@o em halteres do centro da vértebra
tordcica

Centro da vértebra tordcica com ossificacdo
bipartida

Costela supranumerdria

Esternébrio ausente (agenesia)
Esternébrio assimétrico
Esternébrio bipartido

Esternébrio com ossificagcdo incompleta

Anomalias Viscerais

Nuamero de fetos examinados (ninhada)
Niimero total de fetos (%) com alteracoes

Média de fetos % com alteracoes por ninhada

Grupos
G1 G2 G3 G4
118 (12) 110 (12) 99 (10) 138 (13)
0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
63 (12) 58 (12) 54 (10) 72 (13)
16 (25,4) 34 (58,6)* 32 (59,3)* 37 (51,4)%
33,59 + 68,98 + 68,08 £ 54,00 +
31,91 32,18%* 27,93%* 31,44
0(0,0%) 3(52%) 1(1,8%) 0(0,0%)
2(3,2%) 2(3,4%) 3(5,6%) 11 (15,3%)*
1(1,6%) 0(0,0%) 2(1,6%) 1(1,4%)
1(1,6%) 0(0,0%) 1(1,8%) 1(1,4%)
2(3,2%) 5(8,6%) 9(16,7%)* 3(4,2%)
10(15,9%) 14 (24,1%) 15(27,8%) 25 (34,7%)*
0(0,0%) 2(3,4%) 0(0,0%) 1(1,4%)
11(17,5%)  29(50,0%)% 19 (352%)% 29 (40,3%)*
55 (12) 52 (12) 45 (10) 66 (13)
26 (47,3) 30 (57,7) 21 (46,7) 34 (51,5)
49,03 £ 56,67 +26,26 49,55 +30,95 49,64 £
28,38 28,61
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Traqueia dilatada 9 (16,4%) 9(17,3%) 4(8,9%) 13(19,7%)
Eséfago dilatado 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(1,5%)
Pelve renal dilatada 3(5,4%) 3(5,8%) 4(8,9%) 5(7,6%)

Hidronefrose 18 (32,7%) 22 (42,3%) 15(33,3%) 26 (39,4%)

Valores mostrados em média 1 desvio padrdo (DP) e proporgoes (%). Valores com diferenga significativa (p<0,05)
em relagdo ao grupo controle (G1) sdo indicados com asterisco (*). Teste de Goodman e ANOVA seguido de Teste

de Newman-Keuls.
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Tabela. 3 Pesos relativo e absoluto dos coragdes das ratas maes dos grupos controle (G1),

controle tratadas com sibutramina (G2), com sobrepeso (G3) e com sobrepeso tratadas com

sibutramina (G4) (6,0 mg/kg peso corpdreo/dia).

Grupos
Gl G2 G3 G4
Peso relativo 0,204 £ 0,118 0,297 + 0,069 0,300 + 0,052 0,234 + 0,021
Peso absoluto 0,833 + 0,068 0,94 + 0,287 1,081 +0.115 ) 0,892 + 0,093

Valores em gramas mostrados em média * desvio padrdo (DP). Valores com diferenca significativa (p<0,05) em

relagcdo ao grupo controle (G1) sdo indicados com asterisco (*).
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Tabela 4. Espessura da parede do ventriculo esquerdo, septo interventricular e ventriculo direito
dos coracdes das ratas maes dos grupos de ratas controle (G1), controle tratadas com sibutramina
(G2), com sobrepeso (G3) e com sobrepeso tratadas com sibutramina (G4) (6,0 mg/kg peso

corporeo/dia).

Grupos
Gl G2 G3 G4
Espessura do
ventriculo 3193,26 +231,54  3439,99 +274,10 364127 +43343"  3354,26 + 346,67
esquerdo
Espessura do
septo 2320,01 £54,35  2530,40 +£284,35 2708,53 + 308,76 2326,41 + 406,75

interventricular

Espessura do 102886 + 189,22 1336,64 39292 126027 +417.99  1109.44 + 160,75

ventriculo direito

Valores em micrometros mostrados em média + desvio padrdo(DP). Valores com diferenca significativa (p<0.05)
em relagdo ao grupo controle (G1) sdo indicados com asterisco (*) e em relagdo ao grupo G3 com dois asteriscos
(**). Técnica de Varidncia para o esquema de dois fatores no experimento inteiramente casualizado complementado

com o teste de Comparagdes Miiltiplas de Tukey.
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Avaliacao da Pressao Arterial (PA)
durante o tratamento com Sibutramina
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4. CONCLUSOES

A sibutramina e o sobrepeso, isoladamente, neste modelo experimental, causaram
aumento das perdas pds-implantacdo, do indice placentdrio e da frequéncia de anomalias
esqueléticas na prole. Na combinacdo das duas condi¢des, houve uma reversdo dos dois
primeiros parametros. A obesidade provocou diminui¢do do peso fetal e a droga ndo foi capaz de
reverter esse resultado. Em relacdo a seus efeitos cardiacos nas maes, a inducao de incremento de
pressdo arterial causou aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo. Entretanto, o uso

de sibutramina por ratas com sobrepeso traz efeito cardiovascular benéfico.
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