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CAPACIDADE REPRODUTIVA DE RATAS ALEITADAS POR MAES
QUE RECEBERAM LEVONORGESTREL DURANTE A LACTAGAO
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Trabalho realizado no Centro de Biologia da Reproducéo — Universidade Federal de Juiz de Fora, MG

RESUMO - O levonorgestrel € um dos contraceptivos usados
por mulheres durante a lactacdo. Estudos prévios mostraram
que a administracdo de levonorgestrel a ratas lactando causou
nas crias retardo de puberdade em machos e alteragdes no
peso de oviduto e (tero.

OseTivo. Estudar a capacidade reprodutiva das féme-
as F, de mades tratadas com levonorgestrel.

Metopos. Ratas Wistar foram tratadas com levonor-
gestrel (0.030 mg/1 ml de &gua destilada) do 7° a0 13° dia
ap6s o nascimento (dia 1 = nascimento). Aos 90 dias, as
fémeas F, foram acasaladas com machos férteis e a
inseminacdo comprovada pela presenca de espermatozoi-
des no esfregaco vaginal (primeiro dia de prenhez). As
fémeas inseminadas foram distribuidas em trés lotes de 20
animais (10 F, Controles e 10 F Tratadas). Os animais

foram sacrificados no 2°, 4° e 5° dias ap6s a inseminacao,
por excesso de inalagdo com éter, e 0s ovarios, ovidutos e
cornos uterinos foram removidos. Os ovarios foram pesa-
dos e os corpos liteos contados. Ovidutos e cornos
uterinos foram lavados com solugdo fisioldgica e os pré-
embrides obtidos foram contados e examinados em cada
um dos segmentos.

Resutapos. O peso de ovarios, nimero de corpos liteos,
nimero e fase de desenvolvimento de pré-embribes foram
semelhantes nos dois grupos.

Conctusio. No modelo experimental usado, o aleitamento
de crias de ratas por mdes tratadas com levonorgestrel ndo
interfere com a capacidade reprodutiva de fémeas F..

Unirermos: Levonorgestrel. Lactacao. Ratas. Reproducdo.

INTRODUCAO

Sabe-se que a amamentacdo € um
método contraceptivo natural. No entan-
to, ndo ha total protecdo contra a gravidez
a0 longo de todo o periodo de lactagdo'.
A infertilidade é temporaria, sendo da or-
dem de 1,8% o risco de gravidez em
mulheres amenorréicas que estao ama-
mentando. Devido a este fato, recomen-
da-se o inicio do uso de contraceptivos
ainda no perfodo de lactagio®”.

Contraceptivos hormonais ou nao
hormonais sao utilizados durante a
lactacdo. No entanto, existem dlvidas
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quanto ao efeito que os contraceptivos
possam causar na producdo de leite no
crescimento do recém-nascido, e se o
hormonio  eventualmente ingerido
com o leite possa afetar o comporta-
mento sexual e reprodutivo da cria
quando atingir a vida adulta®"#26%7,
Entre os contraceptivos hormo-
nais, o levonorgestrel ¢ um contra-
ceptivo progestagénico considerado
adequado para o uso humano durante
o periodo de lactagio>"'®!"12 O
levonorgestrel é excretado no leite em
pequenas quantidades'®, em con-
centracdes ao redor de 23 a 311 pg/
ml'. A dose ingerida pelo recém-nasci-
do é estimada em |5 a I8 ng/Kg/dia
durante o primeiro més de tratamento
materno (perfodo da concentracdo

sanguinea mais elevada)' ou em 1,3%
a 9% da dose didria de levonorgestrel,
ajustada ao peso'®'*. Com tal concen-
tracdo no leite, parece pouco provavel
que o levonorgestrel represente algum
risco para a salde da crianca', além
disso, acredita-se que o recém-nasci-
do nio o absorva eficientemente'”.
O mecanismo de agao contraceptiva
do levonorgestrel envolve inibicdo da
ovulacdo, alteracdo da fase IUtea, modi-
ficagdo do muco cervical, que se torna
menos penetrdvel ao espermatozdide,
inducdo de desenvolvimento inadequa-
do do endométrio secretor'®, interfe-
réncia com a penetracio do esper-
matozdide no ovocito ou com eventos
relacionados & pré-implantagao'’ e alte-
racdo da maturagdo do ovécito™®?,
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Em ratas, o levonorgestrel inibe a pro-
ducdo de progesterona, induzida nas célu-
las liteas pelo LH ) e reduz o nimero de
receptores para estrogénio e proges-
terona no ovario e endométrio®.

Em mulheres, a implantacdo na pele
de capsulas contendo 36 mg de levo-
norgestrel, apés um primeiro momento
de concentracdes sanguineas altas, atinge
a média de 400 pg/ml, que vai decrescen-
do gradualmente ao passar do tempo'®.

Em avaliacbes anteriores, Guerra
et al., 1999, 2000%%, usando doses
de 15 mg ou 30 mg (3 vezes ao dia) de
levonorgestrel, observaram alteragoes
no crescimento e nos pesos de alguns
6rgaos de crias na puberdade e na vida
adulta de ratos. Em machos, a puber-
dade foi atrasada em um dia. Porém,
nesses trabalhos ndo foram avaliados
0s aspectos relativos a capacidade re-
produtiva dessas crias quando atingem
a idade adulta.

Neste trabalho, administraram-se
30 mg de Levonorgestrel (trés vezes ao
dia) a ratas lactando e acompanhou-se o
desempenho reprodutivo das crias do
sexo feminino FI através da avaliacdo
do desenvolvimento embrionario inicial
(fase de 2 células, mérula e blastocisto).

METobos

Para este estudo foram utilizadas ratas
Wistar gestantes (20° dia de gestacdo),
obtidas do Biotério do Centro de Biologia
da Reprodugao - Universidade Federal de
Juiz de Fora.

As ratas foram colocadas em gaio-
las individuais, onde permaneceram
desde o parto até o final da lactagao.
No dia do parto as ratas foram distri-
bufdas aleatoriamente em dois gru-
pos: controle e tratado.

As ratas do grupo tratado recebe-
ram levonorgestrel (30 mg em | ml de
agua destilada / via gastrica), as 8h30;
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I'1h30; 15h30 (hordrios em que se
verifica maior nimero de ninhadas
amamentando). As ratas do grupo con-
trole receberam | ml de dgua destila-
da, seguindo o mesmo esquema de
tratamento usado no grupo tratado.

O tratamento iniciou-se no 7° dia
(seis dias antes da primeira ovulagdo
espontanea do primeiro ciclo pos-par-
to®) e terminou no 13° dia de vida
p6s-natal, quando as crias passam a
ingerir alimentos sélidos?.

Foi considerado o primeiro dia de vida
pds-natal, o intervalo de tempo de até 24
horas ap6s o parto. As ninhadas nascidas
de maes controles (Flc) e de maes trata-
das (FIt) foram acompanhadas diariamen-
te de forma a se verificar a ocorréncia de
mortes, canibalismos ou abandono das
crias. O desmame foi feito no 24° dia de
vida, quando machos e fémeas foram se-
parados em gaiolas individuais.

Aos 90 dias de vida, as fémeas de F|
foram acasaladas (3 fémeas : | macho) e
a inseminacao fol comprovada pela pre-
senca de espermatozdides no esfregaco
vaginal, sendo este dia, considerado o
primeiro dia de prenhez. As fémeas
inseminadas foram distribuidas em lotes
de 20 animais (10 Flc e 10 Flt) que
foram sacrificados (excesso de inalagao
de éter) nos dias dois, quatro ou cinco
da prenhez, entre 9h e 9h30.

Cada animal foi pesado, submetido
a laparotomia e, em seguida, cornos
uterinos, ovidutos e ovarios foram re-
movidos e colocados imediatamente
em solucdo fisiologica. Os ovarios fo-
ram pesados juntos e, nos animais com
cinco dias de prenhez, os corpos
liteos de gestacdo foram contados de
forma a se estabelecer o indice de per-
das nas fases prévias a blatocisto (IP
(%) = [I - Total de pré-embrides/
Total de corpos liteos] X 100.

Os ovidutos e os comos uterinos foram

perfundidos com solugdo fisiologica, e o liqui-
do de lavagem foi recolhido em capsulas
embrionarias, onde os pré-embrides cole-
tados foram examinados, contados e classifi-
cados, segundo seu desenvolvimento e sua
posicdo no trato reprodutor.

Os pesos corporais maternos fo-
ram analisados pelo teste de “t" de
Student (pareado) e os dados continu-
os, pelo teste do qui-quadrado. Nivel
de significancia dos testes alfa = 0.05.

O experimento foi submetido e apro-
vado pelo Comité de Etica do Centro de
Biologia da Reprodugao.

REsuLTADOS

Néo foram observadas mortes maternas
de crias, canibalismo ou abandono de crias
durante o periodo de tratamento matemo.

O peso corporal das fémeas F| nos
diferentes dias de prenhez encontra-se na
Tabela |.

Observa-se que 0s pesos corporais de
Flc e Flt foram semelhantes.

A média de peso dos ovarios de féme-
as Flc e Flt, nos respectivos dias de pre-
nhez, encontra-se expressa na Tabela 2.

Nota-se que no 5° dia de prenhez os
ovarios de FIt foram mais pesados que
os de Flc(p < 0.05), sendo semelhante
nos demais grupos experimentais.

Nos animais controles e nos trata-
dos, mortos aos dois dias da prenhez,
foram encontrados pré-embrides em
fase de duas células, todos localizados
no oviduto. No quarto dia de prenhez
foram encontradas mérulas também
no oviduto e no quinto dia, os preé-
embrides ja estavam todos nos cornos
uterinos e na fase de blastocisto.

A meédia de blastocistos e de corpos
Iiteos no grupo sacrificado no quinto dia de
prenhez encontra-se resumida na Tabela 3

Nao ocorreram diferencas significati-
vas entre os dois grupos experimentais.

Rev Assoc Med Bras 2002; 48(2): 135-9



LEVONORGESTREL DURANTE A LACTACAO DE RATAS

Tabela 1 - Peso corporal (g) de ratas tratadas com
levonorgestrel (30 mg/3 vezes ao dia) ou controle (1ml de dgua
destilada/3 vezes ao dia); Sacrificio no 2°, 4° e 5° dias de prenhez

na, quando admi-
nistradas durante o
perfodo de, lacta-

DIA DE PRENHEZ

PESO CORPORAL (g)

¢do podem alterar o

Controle
2 1764+ 14.13(10)
4 175.6 = 16.68 (10)
5 177.6 1321 (10)

comportamento
materno e impedir
que as crias sejam
cuidadas adequada-
mente, afetando as-

Tratado
169.4 = 10.67 (10)
182.2 = 13.70(10)
182.0 = 11.63(10)

Resultados expressos em média = desvio padrao.

sim o seu desenvol-
vimento e, inclusi-
ve, reduzindo suas

Tabela 2 - Média de peso de ovérios (mg) em ratas tratadas
com levonorgestrel (30 mg/3 vezes ao dia) ou controle (1ml de dgua
destilada/ 3 vezes ao dia); Sacrificio no 2°, 4° e 5° dias de prenhez

chances de sobrevi-
véncia.
Nos animais do

PESO DE OVARIOS (2)

grupo experimental

GRUPOS
Controle
2 Dias 61,00 £129(10)
4 Dias 51,00 + 5,7(10)
5Dias 52,00 +9,2(10)

tratado com levo-

Tratado norgestrel ndo se
gjggi ?%:8; observaram mortes

maternas, alteracao

*
60,00 = 6,7 (10) da atividade loco-

Resultados expressos em média = desvio padréo. * p > 0.05 em relacio

a0 controle.

motora, diarréia ou
presenca de pelos
ericados, indicando
que, atraves de cri-

Tabela 3 - Nimero médio de blastocistos e de corpos luteos
em ratas, tratadas com levonorgestrel (30 mg/3 vezes ao dia)
ou controle (Iml de agua destilada/3 vezes ao dia);
Sacrificio no 5° dias de prenhez

térios clinicos, o le-
vonorgestrel  ndo
teve efeito toxico
sobre a fémea em

Controle
Blastocistos 8£2(10)
Corpos liteos I +2(10)

Tratado lactagao® .
8 1(10) A capacidade
10+ 1(10) reprodutiva de uma

Resultado expresso em média = desvio padro. Nao ocorreu diferenca

significativa.

O indice de perdas nas fases antece-
dentes a blastocisto, calculado em ani-
mais sacrificados no quinto dia de pre-
nhez, foi de 25% (I - 80/106) X100
para controle e de 19% (I — 85/104) X
100 para os tratados, ndo havendo dife-
renca significativa entre os grupos.

DiscussAo

Drogas que causam toxicidade mater-
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fémea envolve as-
pectos variados da
fisiologia reprodu-
tiva: capacidade de produgdo de gametas
adequados; producao hormonal equili-
brada, alteracdes morfoldgicas e bioqui-
micas de oviduto e Utero compativeis com
0s processos de transporte de esper-
matozoides, zigoto, fases precoces e tar-
dias do desenvolvimento do concepto.
Os corpos lUteos sdo responsaveis
pelo sucesso da gestacao, visto serem a
fonte principal da secrecao de pro-
gesterona”, além disso, em principio, a

cada corpo liteo corresponde uma ovula-
¢a0™. Sob tal ponto de vista, as fémeas F,
gestantes, provenientes dos grupos con-
trole e tratado, possulam mesmo nimero
de corpos IUteos, portanto, a capacidade
fisiolégica do ovério poderia ser conside-
rada como semelhante em F de ambos
grupos.

As alteracdes no desenvolvimento do
pré-embrido (fase compreendida entre zi-
goto e aparecimento de linha primitiva)
podem ser devido a lesdo direta ou indire-
ta de um agente toxico. No primeiro caso,
a lesdo é diretamente sobre o concepto, e
no segundo, pode decorrer de modifica-
cao do tempo de transporte até o Utero
prejudicando a sincronia necessaria entre
blastocisto e o desenvolvimento do
endométrio, impedindo, desta forma, a
implantacio do blastocisto®'.

O pré-embrido permanece por dois a
cinco dias no oviduto, onde fica isolado do
restante do trato reprodutor pela oclusio
de duas juncdes: istmo-ampolar e Utero-
tubaria. Nessa regiao encontram-se nutri-
entes e fatores especfficos necessarios a
sua sobrevivéncia e a seu desenvolvimen-
to progressivo até a fase de blastocisto,
quando a juncdo Utero-tubéria abre-se,
permitindo a passagem do blastocisto para
o Utero®,

Uma das formas de se avaliar perdas de
conceptos em fases precoces do desenvol-
vimento € correlacionar o nimero de cor-
pos |teos com o nimero de pré-embrides
coletados no oviduto ou nos cornos
uterino, visto que, idealmente, uma ovula-
¢do corresponderia a um ovacito fertilizavel
e a um embrido. O recolhimento de menor
quantidade de pré-embrides indica mortes
do concepto ou retencdo no oviduto. O
indice de perdas, calculado entre os animais
sacrificados no quinto dia de prenhez, mos-
tra que elas foram semelhantes em ambos
grupos experimentais, portanto pode-se
supor que o ambiente hormonal e
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bioquimico do trato reprodutor das féme-
as foi semelhante.

A presenca de pré-embrides em fase
atrasada de seu desenvolvimento, ou em
local onde deveria estar mais avancada, leva
a suspeita de acdo lesiva que retardou o seu
processo de segmentagdo ou que acelerou
seu transito pelo oviduto. Neste trabalho
verificou-se que, conforme o esperado, aos
dois dias de prenhez, encontravam-se con-
ceptos em fase de duas células no oviduto;
aos quatro dias, mérulas no oviduto en-
quanto que os blastocistos foram encontra-
dos em cornos uterinos, aos cinco dias de
prenhez, tanto em F, controles quanto em
tratadas, o que sugere que o desenvolvi-
mento ocorreu de modo semelhante tanto
nos animais provenientes de maes contro-
les quanto no de tratadas.

Os resultados encontrados levam a
conclusdo de que, no modelo experimen-
tal usado neste experimento, o levonor-
gestrel administrado a ratas lactando ndo
afetou a capacidade reprodutiva de féme-
as F, no perfodo gestacional estudado.

SUMMARY

REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF FEMA-
LE WISTAR RAT, DESCENDENT OF MOTHERS
TREATED WITH LEVONORGESTREL DURING
THE LACTATION

Levonorgestrel is one of the contra-
ceptives used by women during lactation.
Previous studies have shown that the admi-
nistration of levonorgestrelto lactating fema-
le rats has affected the offspring, causing
puberty delay in males and alterations on
uterus and oviduct wejght.

Purrost. Tostudy the reproductive capa-
cty of Fl females from rats treated with
levonorgestrel.

MeTHODs. Female Wistar rats were trea-
ted with levonorgestrel (0.030 mg/I ml of
distilled water) from aay 7 to day 13 after
birth (day | = birth). On day 90 F/ females
were mated with fertile males and inse-
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mination was confirmed by the presence of
spermatozoa in the vaginal smear (first day of
pregnancy). Inseminatedfemales were distr-
buted in three groups of 20 animals each (10
Fl control and 10 F/ treated). The animals
were killed on days 2, 4 and 5 after
insemination by ether overdose inhalation
andthe ovaries, oviducts and uterine cornua
wereremoved. I he ovaries were wejghedand
the corpora lutea counted. Oviducts and
corpora lutea were washed with saline
solution and'the pre-embryos were counted
and examined in all - segments.

Resuits. The ovanies weight, the number
of corpora lutea, the number and develop-
ment phase of the pre-embryos were similar
inboth groups.

Concrusion. In the experimental mo-
delused, F| females whose mothers were
treated with levonorgestrel  during
lactation, did not show any alteration in
their reproductive capacity. [Rev Assoc
Med Bras 2002; 48(2): 135-9]

Kev worps:  Levonorgestrel. Lactation.
Rats. Reproduction.
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