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RESUMO 

 

Desreguladores endócrinos são substâncias que apresentam 
capacidade de causar alterações significativas no sistema endócrino de 
indivíduos expostos em diferentes fases da vida, incluindo o período gestacional. 
Podem ser substâncias como agrotóxicos, plastificantes e medicamentos, porém 
essa lista pode aumentar com antigas ou novas substâncias. Alguns efeitos 
adversos decorrentes da ação dessas substâncias podem estar relacionados 
com alterações na diferenciação sexual do sistema nervoso central. 
Recentemente, muitos analgésicos e anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) 
têm sido identificados como agentes desreguladores endócrinos capazes de 
alterar a diferenciação sexual e causar distúrbios comportamentais em modelos 
animais. O diclofenaco é um dos AINEs mais utilizado no mundo, sendo de baixo 
custo e fácil acesso pela população em geral. A exposição pré-natal pode ocorrer 
pela prática da automedicação ou pela ingestão de alimentos e água 
contaminados. O presente estudo tem como objetivo avaliar o impacto da 
exposição gestacional ao diclofenaco sobre aspectos comportamentais da prole, 
especialmente em relação a alguns comportamentos sexualmente dimórficos. 
Ratas Wistar prenhes foram separadas em diferentes grupos e expostas 
diariamente por via oral, do 10º ao 20º dia gestacional, a 3 diferentes doses de 
diclofenaco (5, 1 e 0,2 mg/kg/dia), uma dose por grupo, e a prole investigada 
quanto aspectos comportamentais na vida adulta. Não foram detectados sinais 
de toxicidade geral nas progenitoras e na prole. Após o 70º dia pós-natal foram 
executados os testes de labirinto em cruz elevado (LCE) e preferência ao 
parceiro, de modo a verificar possíveis alterações em comportamentos tipo-
ansiedade e na preferência/motivação sexual, respectivamente. Ao contrário do 
grupo controle, os animais expostos in utero ao diclofenaco não exibiram 
preferência pelo compartimento feminino no teste de preferência ao parceiro em 
nenhuma das doses testadas, indicando um possível prejuízo na preferência 
sexual. Quanto à ansiedade e à locomoção avaliadas pelo LCE não foram 
encontradas diferenças significativas. Em conjunto com resultados de outros 
estudos sobre os efeitos desreguladores endócrinos e alterações no 
neurodesenvolvimento de analgésicos e AINEs, nossos dados contribuem para 
alertar a comunidade médica acerca de possíveis novos riscos do uso 
gestacional dessa classe de medicamentos e a importância de seu uso racional. 
Estudos futuros devem ser conduzidos no sentido de ampliar o conhecimento 
sobre os efeitos neurocomportamentais desses medicamentos, bem como os 
mecanismos envolvidos. 

Palavras-chave: desregulador endócrino, exposição pré-natal, 
diclofenaco, ratos, testes comportamentais 

  



ABSTRACT 

 

Endocrine disruptors are substances that are capable of causing significant 
changes in the endocrine system of individuals exposed at different stages of life, 
including the gestational period. These may be substances such as pesticides, 
plasticizers and pharmaceuticals, but this list may increase with old or new 
substances. Some adverse effects resulting from the action of these substances 
may be related to changes in the sexual differentiation of the central nervous 
system. Recently, many analgesics and non-steroidal anti-inflammatory drugs 
(NSAIDs) have been identified as endocrine disrupting agents capable of altering 
sexual differentiation and causing behavioral disorders in animal models. 
Diclofenac is one of the most widely used NSAIDs in the world, being inexpensive 
and easily accessible to the general population. Prenatal exposure may occur 
through self-medication or ingestion of contaminated food and water. The present 
study aims to evaluate the impact of gestational exposure to diclofenac on 
behavioral aspects of rat offspring, especially in relation to some sexually 
dimorphic behaviors. Pregnant Wistar rats were separated in different groups and 
exposed daily by oral route, from the 10th to the 20th gestational day, to 3 
different doses of diclofenac (5, 1 and 0.2 mg/kg/day), one dose per group, and 
the offspring investigated for behavioral aspects in adulthood. No signs of general 
toxicity were detected in dams and offspring. After the 70th postnatal day, the 
elevated plus maze (EPM) and partner preference tests were performed to 
examine possible changes in anxiety-like behaviors and sexual 
preference/motivation, respectively. In contrast to the control group, animals 
exposed in utero to diclofenac showed no preference for the female compartment 
in the partner preference test at any tested doses, indicating a possible 
impairment in sexual preference. Regarding anxiety and locomotion evaluated by 
the EPM, no significant differences were found. Together with results from other 
studies on endocrine disrupting effects and changes in neurodevelopment of 
painkillers and NSAIDs, our data contribute to alert the medical community about 
possible new risks of gestational use of this class of drugs and the importance of 
their rational use. Future studies should be conducted to broaden the knowledge 
about the neurobehavioral effects of these drugs, as well as the mechanisms 
involved. 
 

Keywords: endocrine disruptors, prenatal exposure, diclofenac, rats, 

behavior tests 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento e a utilização de diversos novos produtos sintéticos 

em diferentes áreas como agricultura, indústria e saúde, tem aumentado a 

exposição humana e de outros seres vivos a compostos químicos que podem 

promover efeitos adversos nesses organismos (DIAMANTIS-KANDARAKIS et 

al., 2009; FONTENELE et al., 2010; GORE et al., 2019). Alguns desses efeitos 

adversos podem ser observados somente depois de um longo período de 

exposição, o que pode significar um grande risco à saúde, já que podem levar 

muito tempo para serem percebidos e, portanto, a exposição não é cessada. 

Efeitos no sistema endócrino humano são exemplos de alterações que podem 

levar anos para serem identificadas, principalmente se a exposição a esses 

compostos se der durante a gestação e lactação, períodos críticos do 

desenvolvimento que são amplamente dependentes de sinalização hormonal 

(GHISELLI E JARDIM, 2007; MONNERET, 2017). Nesse caso, os efeitos 

geralmente começam a aparecer com o início da puberdade, quando há aumento 

da produção hormonal.  

As substâncias capazes de promover esses efeitos adversos são 

denominadas desreguladores endócrinos, definidos como “agentes que 

interferem na síntese, na secreção, no transporte, na ligação e na eliminação de 

hormônios naturais do organismo responsáveis pela manutenção da 

homeostase, desenvolvimento, reprodução e/ou comportamento” (US EPA, 

1997). O documento “Global assessment of the state-of-the-science of endocrine 

disruptors”, de 2002 da Organização Mundial da Saúde (World Health 

Organization (WHO)) define os desreguladores endócrinos como substâncias 

exógenas ou misturas que alteram funções do sistema endócrino causando 

efeitos adversos à saúde de um organismo ou da sua prole. Essas substâncias 

podem ser agrotóxicos, plásticos (bisfenol-A) e plastificantes (ftalatos), 

medicamentos, dentre outros produtos que são amplamente utilizados por 

diversas populações (BILA E DEZOTTI, 2007; MALLOZZI et al., 2016). 

Como os organismos estão suscetíveis à exposição a essas substâncias 

em praticamente todas as etapas da vida, pode-se até mesmo encontrar 

indivíduos que apresentem alterações mesmo sem exposição direta no momento 

da manifestação de efeitos adversos, como, por exemplo, em organismos 
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expostos ainda nas fases fetais, durante o período gestacional (RIVOLLIER et 

al., 2019). 

Pode-se encontrar uma gama ainda maior de substâncias com esse 

mesmo potencial de desregular o sistema endócrino já que, de acordo com 

estudos, até mesmo medicamentos comuns, muito utilizados entre a população, 

como analgésicos e anti-inflamatórios, podem apresentar atividade de 

desregulador endócrino (BEN MAAMAR et al., 2017; KRISTENSEN et al., 2011; 

MAZAUD-GUITTOT et al., 2013). 

Isso torna-se preocupante pelo fato de que essa exposição aos 

desreguladores endócrinos pode ocorrer tanto diretamente, através da ingestão 

intencional (farmacológica), quanto indiretamente, através de resíduos presentes 

na água e em alimentos. Portanto, pesquisas nessa área são de grande 

importância, de modo que se possa reduzir a exposição, tanto intencional quanto 

inadvertida, a essas substâncias e prevenir a ocorrência de diferentes efeitos 

adversos, principalmente em períodos críticos do desenvolvimento. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Desreguladores endócrinos 

 

Os desreguladores endócrinos podem atuar diretamente em receptores 

hormonais, como agonistas ou antagonistas, ou indiretamente, interferindo com 

a disponibilidade (ex.: produção, armazenamento, transporte, metabolismo, sítio 

de ligação e eliminação) de hormônios endógenos. Tais efeitos podem ocasionar 

alterações em diversas funções do organismo, incluindo mudanças no 

metabolismo, na reprodução e no comportamento (KABIR et al., 2015; 

MONNERET, 2017). Sabe-se que os hormônios atuam em janelas específicas 

do desenvolvimento, especialmente nos períodos fetal, perinatal e pubertal dos 

indivíduos para promover diferenciação e crescimento de diferentes tecidos. 

Dessa forma, os efeitos adversos dos desreguladores endócrinos são mais 

severos quando organismos são expostos nessas fases, de modo que os efeitos 

podem se tornar permanentes e percebidos somente na vida adulta. Por outro 

lado, os efeitos resultantes de exposições em indivíduos adultos são aparentes 

geralmente enquanto durar a exposição (FONTENELE, 2010; RIVOLLIER et al., 

2019). 

A exemplo de como os desreguladores endócrinos podem causar 

alterações ainda período fetal, pode-se citar o uso do medicamento 

dietilestilbestrol (DES), um estrogênio sintético utilizado por mulheres grávidas 

entre as décadas de 1950 e 1970, com o intuito de prevenir abortos e partos 

prematuros. Posteriormente, verificou-se que parte das filhas dessas mulheres 

desenvolverem um tipo raro de câncer vaginal, além de diversas anormalidades 

do trato reprodutivo, sendo que algumas anormalidades reprodutivas também 

foram observadas nos descendentes masculinos (HERBST et al, 1971; 

GHISELLI, 2007; VEURINK et al., 2005). Outros estudos também apontam para 

os efeitos estrogênicos que o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), pesticida muito 

utilizado na agricultura no passado, provocou na fauna local nos EUA, 

promovendo alterações reprodutivas em mamíferos, aves e répteis 

(BURLINGTON E LINDEMAN, 1950; BILA E DEZOTTI, 2007). 

Como a ação dos desreguladores endócrinos pode alterar as respostas 

fisiológicas de hormônios, interferindo na homeostase hormonal, pode-se 
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encontrar como efeitos adversos um desbalanço principalmente nos eixos 

hipotálamo-hipófise-adrenal e hipotálamo-hipófise-gônadas, ocasionando 

alterações no metabolismo, no qual os hormônios tireoidianos também têm papel 

essencial, no sistema reprodutor e no sistema nervoso central, o qual sofre 

grande influência dos hormônios já que é o responsável por manter o equilíbrio 

do organismo (KABIR et al., 2015).  

Com isso, desbalanços hormonais, principalmente em períodos críticos 

do desenvolvimento, podem levar a futuras alterações comportamentais, por 

exemplo, por interferir na ação de hormônios que possuem papel importante na 

diferenciação sexual e cerebral de fetos masculinos e femininos. Entretanto, 

dependendo da ação hormonal dessas substâncias – (anti)estrogênica ou 

(anti)androgênica -, podem ocorrer distúrbios diferentes nos indivíduos 

masculinos e femininos expostos (KABIR et al., 2015). A previsão dos possíveis 

efeitos adversos desses compostos pode ser dificultada uma vez que um único 

desregulador endócrino pode ter ação antiandrogênica e estrogênica, por 

exemplo, ou então seus metabólitos podem apresentar diferentes propriedades 

(DIAMANTIS-KANDAKARIS, 2009). 

Diversos estudos procuram encontrar relações entre a exposição aos 

desreguladores endócrinos e distúrbios no neurodesenvolvimento, conforme 

recentemente apontado por Rivollier e colaboradores (2019). Porém os dados 

encontrados na literatura são muito variados, tornando difícil uma imagem mais 

compreensiva sobre quais seriam as consequências da exposição a essas 

substâncias sobre o neurodesenvolvimento humano a longo prazo. Os autores 

ainda ressaltam a necessidade de mais estudos tanto epidemiológicos, em 

humanos, quanto experimentais, em animais, para promover a melhor 

compreensão sobre esse assunto. 

 

2.2 Analgésicos e Anti-inflamatórios como desreguladores endócrinos 

 

O mecanismo de ação dos analgésicos e anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINES) está relacionado com a inibição da enzima ciclooxigenase 

(COX) e a consequentemente redução da produção de prostaglandinas 

(CHAHADE et al., 2008). Terapeuticamente, são utilizados, geralmente, para 

alívio da febre, inflamação e dor (ARSLAN, 2016). A venda desses 
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medicamentos é livre na maioria dos países, e seu uso é bastante difundido pela 

população, incluindo mulheres em idade fértil, gestantes e lactantes (BLOOR E 

PAECH, 2013). Além do uso terapêutico já comentado dos anti-inflamatórios, 

também são usados frequentemente no tratamento de doenças reumáticas, que 

podem ocorrer em mulheres em idade fértil (OSTENSEN, 1996), e seu 

tratamento pode ser ininterrupto durante uma eventual gestação. Além disso, o 

seu uso durante a gestação pode ocorrer como forma de tratamento para 

diversas condições que acontecem nessa fase, como aumento de dores de 

cabeça e musculares (NEZVALOVA-HENRIKSEN et al., 2013). Perante isso, 

entende-se que podem ocorrer exposições ainda in utero a esses 

medicamentos, já que esses compostos podem atravessar a barreira placentária 

e potencialmente afetar o desenvolvimento fetal (HURTADO-GONZALEZ et al., 

2018). 

Alguns estudos epidemiológicos e experimentais demonstraram 

associações entre o uso desses medicamentos e efeitos adversos na gestação 

e nos descendentes expostos in utero, incluindo alguns desfechos relacionados 

com desregulação endócrina, assim como outras alterações (KRISTENSEN et 

al., 2011; MAZAUD-GUITTOT et al., 2013). Por exemplo, alguns estudos já 

demonstraram que há relação entre o uso de analgésicos nos segundo e terceiro 

trimestres gestacionais e efeitos adversos para o feto como baixo peso ao 

nascimento, defeitos cardíacos e asma. (NEZVALOVA-HENRIKSEN et al., 2013; 

ANTONUCCI et al. 2012). Outros estudos ainda sugerem que os analgésicos 

podem apresentar propriedades desreguladoras endócrinas capazes de alterar 

a função reprodutiva humana e animal em diferentes fases do desenvolvimento 

e em ambos os sexos. Além disso, agentes químicos industriais que atuam como 

desreguladores endócrinos anti-androgênicos, como determinados ftalatos, 

também são inibidores da síntese de prostaglandinas, assim como analgésicos 

e AINES (KRISTENSEN et al., 2011). 

O ibuprofeno, um dos anti-inflamatórios mais utilizados durante a 

gestação, foi associado à redução dos níveis de testosterona em testículos fetais 

humanos cultivados ex vivo na presença de doses terapêuticas do fármaco (BEN 

MAAMAR et al., 2017). Nezvalova-Henriksen e colaboradores (2013) 

encontraram uma associação do uso do ibuprofeno na gestação com a 

ocorrência de sintomas de asma em crianças de 18 meses. Nesse estudo, 



11 
 

também foi encontrada uma associação do uso do ibuprofeno e do diclofenaco 

com o maior risco da redução do peso ao nascimento. Ainda pode ser 

encontrado maior risco de criptorquidismo (ausência da descida dos testículos 

para o escroto) em casos de exposição intrauterina ao paracetamol, como relata 

Mazaud-Guittot et al. (2013). 

Apesar de diferentes estudos apontarem o risco do uso de 

medicamentos durante a gestação, esse tipo exposição pré-natal pode ocorrer 

de forma direta, principalmente quando avaliada por médicos como mais 

benéfica do que maléfica tanto para a mãe quanto para a criança (SERVEY E 

CHANG, 2014). Contudo, a exposição também pode ocorrer pela 

automedicação, baseada principalmente pelo não conhecimento dos possíveis 

efeitos adversos ou pela percepção equivocada sobre a segurança desses 

compostos (DAMASE-MICHEL, 2009). A forma indireta dessa exposição seria 

pela ingestão de água ou alimentos contendo resíduos desses compostos, já 

que alguns fármacos e seus metabólitos, quando chegam nas estações de 

tratamento de água e efluentes, podem não ser totalmente eliminados, podendo 

acarretar posteriormente na sua presença nos efluentes dessas estações, águas 

superficiais ou subterrâneas, ou até mesmo em águas potáveis (BIEL-MAESO, 

2017).  

 

2.3 Diclofenaco 

 
O diclofenaco (ácido 2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]acético), derivado 

do ácido fenilacético, é outro anti-inflamatório, que, assim como outros AINES, é 

amplamente utilizado em todo o mundo no tratamento de dores articulares, 

principalmente pela sua capacidade de se concentrar no líquido sinovial 

(SCHOLER et al., 1986; MARCOLONGO et al., 1996). 

Estudos de monitoramento ambiental demonstram que o diclofenaco 

está cada vez mais presente no ambiente, sendo considerado um dos 

contaminantes emergentes e incluído na lista de observação da União Europeia 

em 2015 (SATHISHKUMAR et al., 2019), reforçando a preocupação da 

exposição pré-natal de forma indireta. Ainda, Lonappan e colaboradores (2016) 

descobriram que a interação de metabólitos do diclofenaco com metais pode 

alterar completamente a sua ação, podendo adquirir ação antibacteriana e 
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potencial ação citotóxica por exemplo, sendo que essa interação ocorre 

principalmente em estações de tratamento de água, que por vezes acabam por 

liberá-las no ambiente. Essa liberação pode promover a exposição de diversos 

organismos a novos tipos de poluentes, cujos efeitos tóxicos ainda não foram 

estudados. Estudos já apontam o desenvolvimento de técnicas para eliminação 

de resíduos dessa substância nas estações de tratamento de água e efluentes 

(MURSHID E DHAKSHINAMOORTHY, 2019; PHASUPHAN et al., 2019), apesar 

de ainda faltarem dados que comprovem sua eficiência para implementação.  

Devido ao seu mecanismo de ação de inibição da síntese de 

prostaglandinas, no caso de usos prolongados, o diclofenaco, assim como outros 

anti-inflamatórios, pode apresentar efeitos adversos cardiovasculares, 

gastrointestinais e hepáticos. No Brasil, ele está entre os 12 medicamentos mais 

utilizados por automedicação, tanto de forma isolada quanto em associação com 

outras substâncias (ARRAIS et al., 2016). Esse composto também se mostrou 

capaz de atravessar a barreira placentária durante o primeiro trimestre da 

gestação, apesar de não ter sido associado a presença de malformações 

congênitas (SIU et al., 2000). 

Foram relatados dois casos de oligoidrâmnio (diminuição na produção 

de líquido amniótico) durante o segundo trimestre de gestação, após exposição 

materna prolongada ao diclofenaco (SCHENECK et al., 2015). Nesses casos, 

após a interrupção da exposição houve a reversão dos quadros, indicando a 

causalidade. De acordo com a ANVISA (2016), não é recomendado o uso do 

diclofenaco nos dois primeiros trimestres de gestação devido à escassez de 

estudos acerca dos possíveis efeitos que esse medicamento pode ocasionar 

durante esse período. 

Padberg e colaboradores (2018) investigaram a segurança do uso do 

diclofenaco durante a gestação em um estudo observacional de coorte 

prospectivo. Foram analisados casos onde houve o uso exclusivo de 

diclofenaco, já que em diversos estudos o medicamento faz parte do grupo de 

estudo, porém não é o único alvo investigado. De acordo com os resultados 

encontrados, não há indicações de que o uso do fármaco no primeiro trimestre 

tenha riscos de embriotoxicidade ou teratogenicidade, porém os autores 

recomendam mais estudos em relação à prescrição desse medicamento durante 

o primeiro trimestre de gestação. 
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Com relação ao terceiro trimestre de gestação, sabe-se que a utilização 

do diclofenaco, assim como de outros AINES, pode ser fetotóxico pela redução 

dos níveis de prostaglandinas fetais, podendo ocasionar também fechamento 

prematuro do ducto arterial e nefrotoxicidade (ANTONUCCI et al., 2012). 

Contudo, como salientado anteriormente, apesar das restrições de uso, sabe-se 

que o diclofenaco e outros AINES podem ser eventualmente utilizados nos três 

trimestres de gestação, seja por prescrição médica ou, principalmente, através 

da automedicação. 

Ozyurt e colaboradores (2011) demonstraram que a exposição pré-natal 

ao diclofenaco alterou a histologia dos neurônios da medula espinhal cervical de 

ratos machos assim como a redução no número desses neurônios, indicando 

que a substância apresentou um perfil tóxico para o sistema nervoso. Ainda 

sobre o sistema nervoso, um estudo apontou a redução no número total de 

neurônios no hipocampo de ratos tratados ainda em fase gestacional 

(GOKCIMEN et al., 2007), indicando que essa substância poderia ter potencial 

de influenciar áreas do cérebro que trariam alterações no comportamento dos 

organismos expostos. 

 

2.4 Influências sobre o comportamento 

 

Estudos comportamentais com peixes expostos em fases embrionárias 

a AINES relatam alterações no comportamento motor e no padrão de natação 

desses animais (DAVID E PANCHARTNA, 2009; XIA et al. 2017). Com esses 

resultados, pode-se perceber o potencial neurotóxico desses medicamentos, 

afetando principalmente o desenvolvimento dos animais. Em outro estudo, com 

camundongos expostos no período pré-natal ao paracetamol, demonstrou-se 

efeitos anti-androgênicos desse fármaco sobre os comportamentos dos machos 

(HAY-SCHMIDT et al., 2017). Um estudo com sapos adultos encontrou 

alterações nos padrões do comportamento sexual desses animais quando 

expostos por 8 dias ao diclofenaco (EFOSA et al., 2017). Nesse estudo, a 

exposição a esse composto promoveu um efeito estrogênico sobre os anfíbios, 

reduzindo a vocalização desses animais, além de reduzir o acasalamento, e, 

dessa forma, o sucesso reprodutivo. Em outro estudo, a dipirona já foi associada 
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com alteração do comportamento materno, assim como o comportamento tipo 

ansioso da prole (VERONESI et al., 2017). 

Amateau e McCarthy (2004) demonstraram o aumento da presença de 

prostaglandina E2 no período perinatal atuando em áreas do sistema nervoso 

central que são essenciais na programação do comportamento sexual masculino 

em ratos. Dessa forma, a inibição da atividade das enzimas ciclooxigenages e a 

consequente diminuição de prostaglandinas durante esse período poderia 

interferir no desenvolvimento de determinadas regiões cerebrais (YURT E 

KAPLAN, 2018), podendo ocasionar em alterações no comportamento sexual 

desses animais. 

Markovic e colaboradores (2019) investigaram o neurodesenvolvimento 

de aproximadamente 6800 crianças expostas ainda em fase gestacional a 

AINES em Roterdã, Holanda. Os autores examinaram se alterações no 

neurodesenvolvimento, tal como problemas de atenção e cognição, estavam 

relacionadas à exposição a esses medicamentos nessa fase. Concluiu-se que 

há evidências que indicam associações entre problemas de atenção e a 

exposição pré-natal a AINES. 

A partir desses estudos, percebe-se a importância da investigação 

acerca dos possíveis efeitos que a exposição in utero a esses fármacos, 

amplamente utilizados entre a população, muitas vezes sem prescrição médica, 

podem ter a longo-prazo. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Com o aumento da exposição aos desreguladores endócrinos, 

principalmente em fases críticas do desenvolvimento, como o período fetal, 

ocorre a preocupação em relação aos efeitos adversos que esses compostos 

podem causar no sistema endócrino. Estudos têm demonstrado que essas 

substâncias podem alterar eventos importantes do desenvolvimento pela sua 

interferência no sistema endócrino, podendo ocasionar distúrbios reprodutivos. 

Mediante o crescimento do uso de analgésicos e anti-inflamatórios, 

muitas vezes de forma inadequada, em períodos como a gestação, verifica-se a 

necessidade de investigar os possíveis efeitos adversos que essas substâncias 

podem promover na saúde dos seres humanos a longo prazo, tanto em estudos 

epidemiológicos como em modelos animais. Dentre esses efeitos, pode-se citar 

alterações comportamentais, que podem ter relação com alterações hormonais 

causadas por desreguladores endócrinos. 

O diclofenaco é um anti-inflamatório não esteroidal amplamente utilizado 

pela população, incluindo mulheres gestantes e lactantes. Apesar de não ser 

indicado durante a gestação, sabe-se que muitas mulheres fazem uso desse 

medicamento, incluindo casos em que há o desconhecimento do estado 

gestacional. Além da exposição direta, pode ocorrer a exposição inadvertida, por 

meio de água e alimentos contaminados. Portanto, observa-se a necessidade de 

mais estudos que investiguem os possíveis efeitos que a exposição pré-natal ao 

diclofenaco pode ocasionar em parâmetros reprodutivos e comportamentais em 

modelos animais, a fim de avaliar possíveis riscos para a saúde humana. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivos Gerais 

 

Investigar alterações em aspectos comportamentais de ratos expostos 

in utero ao diclofenaco durante os dias 10-20 de gestação. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar possíveis efeitos tóxicos maternos e sobre a prole 

decorrentes da exposição gestacional ao diclofenaco, por meio da 

avaliação do ganho de peso materno, número de filhotes ao nascer, 

perdas pós-implantes e viabilidade dos filhotes. 

• Avaliar o comportamento tipo ansioso da progênie masculina e 

feminina por meio do teste de Labirinto em Cruz elevado. 

• Avaliar a influência do diclofenaco na preferência sexual de ratos 

machos por meio do teste de preferência ao parceiro. 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Plano experimental  

 

O plano experimental seguido por esse trabalho ilustrado pela linha do 

tempo apresentada abaixo (FIGURA 1). 

 

FIGURA 1: LINHA DO TEMPO DO PLANO EXPERIMENTAL 

 

FONTE: A autora (2019) 

 

5.2 Animais 

 

Nesse experimento foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), da 

variedade Wistar, provenientes do biotério do Setor de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Paraná (UFPR). Durante o período de experimentação 

os animais foram mantidos em salas com controle de temperatura (22 ± 2ºC), 

obedecendo a um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7 às 19 

horas), alojados em caixas de polipropileno nas salas de experimentação do 

biotério da UFPR, recebendo água e ração ad libtum. Todos os estudos foram 

realizados de acordo com as normas da Comissão de Ética para o Uso de 

Animais (CEUA) do Setor de Ciências Biológicas da UFPR (número 1163). 

 

5.3 Acasalamentos 

 

Ratas Wistar adultas (90 dias) foram acasaladas com ratos machos 

adultos durante as últimas 3 horas da fase escura do ciclo de luz, na proporção 

de um macho para três fêmeas. Foram realizados esfregaços vaginais de cada 

fêmea ao final do período de acasalamento para verificar a presença de 

espermatozoides, confirmando a cópula. Esses lavados foram realizados com 

auxílio de uma micropipeta por meio de lavagens vaginais com 50 µl de salina e 
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posterior avaliação, a fresco, em microscopia ótica. O dia de detecção de 

espermatozoides no esfregaço vaginal foi considerado como dia gestacional 

(GD) 0. As fêmeas que não apresentaram espermatozoides no lavado vaginal 

foram novamente acasaladas até a obtenção de um número suficiente de 

progenitoras para o experimento (n=12-15/grupo). 

As fêmeas prenhes foram mantidas em caixas coletivas, separadas por 

tratamento, em número de quatro por caixa, até o 18º dia de gestação (GD 18), 

e então foram separadas e mantidas individualmente até o momento do parto. A 

ocorrência dos partos foi observada duas vezes ao dia (início da manhã e final 

da tarde). O dia do parto foi considerado o dia pós-natal (PND) 1. Os filhotes 

foram mantidos juntos até o final do período de lactação (PND 21). Após esse 

período, as progenitoras foram eutanasiadas, os filhotes foram separados em 

machos e fêmeas, distribuídos e alojados em caixas coletivas (n=4/caixa), sendo 

mantidos juntos os animais com o mesmo tratamento pré-natal. 

 

5.4 Doses e tratamento 

 

A seleção das doses de diclofenaco foi baseada nos dados de uso 

terapêutico em humanos (com extrapolação alométrica para ratos) e em dados 

de toxicologia reprodutiva, particularmente dados de toxicidade materna e fetal, 

que constituem os alvos mais sensíveis do presente estudo. 

Levando-se em consideração que a dose máxima diária de diclofenaco 

em humanos é de 150 mg, obtém-se uma dose ajustada de 2,14 mg/kg/dia 

(considerando um peso corporal de 70 kg). A dose alométrica correspondente, 

em ratos, foi calculada conforme a fórmula apresentada a seguir: 

 

Diclofenaco (2,14 mg/kg x paciente de 70 kg = 150 mg/dia): 

 

150 x 0,25
0,75

70
0,75

= 
150 x 0,3535

24,200
= 2,20 mg totais para o animal-alvo 

 

Considerando o peso médio do animal-alvo de 250 g, a dose 

correspondente foi de aproximadamente 9 mg/kg/dia de diclofenaco. Contudo, 

de acordo com estudos reprodutivos, a dose oral máxima de diclofenaco que não 
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causa toxicidade materna e fetal (NOAEL - No Observed Adverse Effect Level) 

em ratos é de 5 mg/kg/dia (EMEA, 2003). Com base no cálculo alométrico para 

dose terapêutica em ratos, dados de toxicidade reprodutiva (NOAEL), e a fim de 

se obter uma curva dose resposta, foram utilizadas três doses, sendo a maior 

dose igual a 5 mg/kg/dia (próxima a dose alométrica terapêutica e que não causa 

toxicidade materna), e duas doses abaixo, 1 e 0,2 mg/kg/dia. 

O tratamento foi via gavagem, do 10º (GD 10) ao 20º (GD 20) dia de 

gestação. Para a realização do experimento foram formados 5 diferentes grupos 

experimentais, apresentados abaixo, com número de 12-15 ratas prenhes por 

grupo, com exceção do grupo tratado com di-2-(etilhexil) ftalato - DEHP (n=8-

10), que foi utilizado como controle positivo para efeitos antiandrogênicos. O 

volume de administração foi de 2 ml/kg para todos os tratamentos e foram 

testadas as doses de 0,2, 1,0 e 5 mg/kg/dia de diclofenaco. 

Grupo 1 (controle negativo) – 5 ml/kg de água destilada;  

Grupo 2 – 0,2 mg/kg/dia de diclofenaco; 

Grupo 3 – 1,0 mg/kg/dia de diclofenaco; 

Grupo 4 – 5 mg/kg/dia de diclofenaco; 

Grupo 5 (controle positivo) –750 mg/kg/dia de DEHP. 

O período de tratamento foi selecionado a fim de incluir as fases de 

diferenciação sexual gonadal e fenotípica. Em ratos, a diferenciação gonadal 

ocorre entre os GD 10-14, enquanto a diferenciação fenotípica, dependente de 

androgênios e outros hormônios, ocorre na parte final da gestação, a partir do 

GD 14.  

 

5.5 Dados gestacionais e da prole 

 

As progenitoras foram pesadas diariamente do dia gestacional 10 até o 

parto, a fim de avaliar o ganho de peso durante o período de exposição e verificar 

possíveis sinais de toxicidade do diclofenaco. O número de filhotes nascidos, as 

perdas pós-implante (número total de implantes – número de filhotes vivos ao 

nascer / número total de implantes) e a sobrevivência durante a lactação (índices 

de viabilidade e desmame) foram registrados. Os índices de viabilidade e 

desmame correspondem, respectivamente, ao número de filhotes vivos nos PND 

4 e 21 dividido pelo número de filhotes vivos ao nascimento. 
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5.6 Testes comportamentais 

 

5.6.1 Labirinto em Cruz Elevado 

 

Esse teste foi feito a partir do PND 70 com 2 animais de cada ninhada,1 

macho e 1 fêmea. Foram feitos lavados vaginais diários nas fêmeas para 

verificação do ciclo estral, e foram selecionadas as fêmeas em pró-estro para o 

teste em cada dia (adaptado de MARCONDES et al., 2002). Durante esse 

estágio do ciclo, as fêmeas apresentam menor comportamento tipo ansioso em 

comparação com os demais estágios do ciclo (DATTA, 2019; WALF et al., 2009). 

O aparato desse teste consiste em uma estrutura em formato de cruz na 

horizontal, no qual dois braços opostos são fechados por paredes e os outros 

dois são abertos, elevada a 50 cm centímetros do solo (FIGURA 2). Os animais 

foram colocados no meio do labirinto com a face voltada para um dos braços 

abertos, e foram filmados por 5 minutos. Entre a troca dos animais, o aparato era 

limpo utilizando uma solução etílica 10%, e aguardado 30 segundos antes de 

posicionar o próximo animal. Posteriormente foi computado o número de 

entradas e o tempo de permanência em cada braço por cada animal. Foi 

eliminado o tempo percorrido no compartimento central do aparelho e calculado 

o percentual da permanência e entradas nos braços. (PELLOW et al, 1985). 

 

FIGURA 2: APARATO DO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

    

FONTE: A autora (2019) 

LEGENDA: (A) Vista frontal do aparato. (B) Vista superior do aparato em uso. 

 

 

A B 
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5.6.2 Preferência ao parceiro 

 

Esse teste foi feito a partir do PND 80 com 2 espécimes machos de cada 

ninhada. Para cada sessão de teste, foram selecionados do grupo controle um 

macho e uma fêmea em estro, confirmado pelo exame citológico do lavado 

vaginal, para atuarem como animais-estímulo.  

O aparelho de teste consiste em uma caixa-teste quadrada com três 

câmaras definidas por divisórias de acrílico transparentes, uma câmara maior 

em formato de T para permitir que o animal-teste se movimente livremente de 

um lado ao outro da caixa-teste, onde estão localizadas duas câmaras menores, 

uma oposta a outra (FIGURA 3). O animal-teste foi habituado, sozinho, no 

aparelho por 5 minutos e, logo após, os animais-estímulos (um macho e uma 

fêmea em estro) eram introduzidos nas câmaras menores, as quais apresentam 

uma barreira com malha de arame, que permite ao animal-teste o contato indireto 

com os animais-estímulos. O comportamento do macho teste foi filmado durante 

10 minutos, observando-se o tempo gasto na área feminina ou masculina 

(adaptado de HOUSTMULLER et al., 1994). O percentual de preferência pelo 

compartimento feminino e masculino foram calculados excluindo-se o tempo 

percorrido no compartimento central, concentrando o tempo efetivamente de 

preferência por cada estímulo. 

 

FIGURA 3: APARATO DO TESTE DE PREFEÊNCIA AO PARCEIRO 

    

FONTE: A autora (2019) 

LEGENDA: (A) Vista frontal do aparato. (B) Vista superior do aparato em uso. 

 

 

A B 
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5.7 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade e 

homogeneidade das variâncias e submetidos a análise de variância (ANOVA) e, 

posteriormente, a diferença entre os grupos foi determinada pelo teste de Dunnet 

(comparações múltiplas entre o grupo controle e os grupos tratados).  

No teste de labirinto em cruz elevado, utilizamos ANOVA de duas vias, 

tendo tratamento e sexo dos animais teste como fatores principais. No caso da 

análise do teste de preferência ao parceiro foi utilizada a ANOVA de uma via e, 

alternativamente, a ANOVA de duas vias, tendo o tratamento e o sexo dos 

animais estímulo como fatores principais. Para a análise estatística e confecção 

dos gráficos foram utilizados os programas Graphpad Prism e Microsoft Office 

Excel. O nível de significância estatística adotado foi de 5% (p ≤ 0,05). 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Dados gestacionais e da prole 

 

Não foram encontrados sinais de toxicidade materna e fetal, avaliados, 

respectivamente, por meio do acompanhamento do ganho de peso diário das 

progenitoras do GD 10 ao GD 20 (FIGURA 4) e pelos índices de viabilidade e 

desmame (TABELA 1). Durante o trabalho, em nenhum dos grupos houve 

ocorrências de morte materna ou das ninhadas (abortos espontâneos). Os 

índices de viabilidade e desmame encontrados foram de 100% para todos os 

grupos, ou seja, os filhotes que nasceram vivos no PND1 sobreviveram durante 

todo o período de lactação. Demais dados sobre a gestação e prole, tal como 

peso dos órgãos das progenitoras e prole, parâmetros fisiológicos do 

desenvolvimento e histologia, foram analisados em estudo paralelo a este 

trabalho, e não apontaram diferenças ou efeitos significativos (dados não 

publicados). 

 

FIGURA 4: ACOMPANHAMENTO DIÁRIO DO GANHO DE PESO DAS 
PROGENITORAS DO 10º DIA GESTACIONAL AO 20º (GD10-GD20) 
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FONTE: A autora (2019) 

LEGENDA: Resultados expressos em média ± EPM, p<0,05, analisados por One-Way 

ANOVA, seguido de Dunnet. 
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TABELA 1: DADOS GERAIS DA GESTAÇÃO DAS PROGENITORAS 

FONTE: A autora (2019) 

LEGENDA: Resultados expressos como média ± EPM. 

 

6.2 Testes comportamentais 

 

6.2.1 Labirinto em Cruz Elevado 

 

Não foram observadas alterações significativas em relação aos fatores 

tratamento e sexo e tampouco interações em relação ao tempo de permanência 

em cada braço (FIGURA 5 A e B). A locomoção dos animais foi analisada pelo 

quantidade de entrada no braço fechado (FIGURA 5 D), a qual também não 

apresentou diferenças significativas em nenhum fator ou interações. 

Nota-se que o grupo exposto ao diclofenaco 1mg/kg/dia (D1) foi o grupo 

com maior diferença entre machos e fêmeas em todos os aspectos. Contudo, 

novamente, nenhuma dessas observações apresentou diferenças 

estatisticamente significativas. 

  

Grupos 

 Dados da gestação 

Progenitoras 
(N) 

Nº de filhotes 
vivos PND1 

Nº de 
filhotes 
mortos 
PND1 

Nº de 
implantes 

Perdas pós-
implante (%) 

Índice de 
viabilidade 

Índice de 
desmame 

Controle 13 10,15 ± 0,72 1,38 ± 0,68 11,92 ± 0,42 13,7 ± 6,04 1 1 

D0,2 14 9,21 ± 0,87 0,57 ± 0,31 11,07 ± 0,75 18,44 ± 5,18 1 1 

D1 11 10,27 ± 1,42 0,18 ± 0,4 11 ± 0,47 6,4 ± 1,96 1 1 

D5 11 10 ± 0,56 0,33 ± 0,19 11,25 ± 0,59 10,38 ± 3,27 1 1 

DEHP 9 8 ± 0,94 1,11 ± 0,42 10,44 ± 0,44 24,39 ± 7,77 1 1 
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FIGURA 5 – TEMPO DE PERMANÊNCIA E QUANTIDADE DE ENTRADAS EM CADA 
BRAÇO DO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

 

 

  
 

FONTE: A autora (2019) 
 
LEGENDA: Permanência nos braços aberto (A) e fechado (B), quantidade de entradas 

nos braços aberto (C) e fechado (D). Resultados expressos em média ± EPM, p<0,05, analisados 
por Two-way ANOVA seguido de Sidak. 

 

6.2.2 Preferência ao parceiro 

 

Quanto a preferência ao parceiro, nota-se uma redução no percentual 

de tempo passado no compartimento da fêmea pelos grupos experimentais 

quando comparado com o grupo controle, apesar dessa redução não ter sido 

significativa. Nos grupos expostos a diclofenaco, a dose de 1 mg/kg/dia foi a que 

apresentou maior redução na preferência feminina, com consequente aumento 

na preferência masculina. 

Na análise de ANOVA de duas vias, houve efeito significativo do fator 

sexo do animal estímulo (p< 0,001) e na interação (p=0,05) entre os fatores 

tratamento e sexo do animal estímulo. A análise do pós-teste de Sidak revelou 

que apenas no grupo controle houve diferença significativa entre o tempo 

percentual que o animal teste passou nos compartimentos masculinos e 
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femininos, sendo esse tempo maior no compartimento feminino. Ao contrário do 

grupo controle, no entanto, todos os grupos expostos ao diclofenaco assim como 

o grupo exposto ao DEHP não houve diferença no percentual de tempo gasto 

entre os dois compartimentos. (FIGURA 6).  

 

FIGURA 6 – PERCENTUAL DE PREFERÊNCIA POR COMPARTIMENTO DO TESTE 
DE PREFERÊNCIA AO PARCEIRO 

 

 

FONTE: A autora (2019) 
LEGENDA: Resultados expressos em média ± EPM, analisados por Two-way ANOVA 

seguido de Sidak. *p<0,0001.  
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7 DISCUSSÃO 

 

O diclofenaco vem sendo considerado um contaminante emergente, o 

que resulta na preocupação em se saber os possíveis efeitos adversos que essa 

exposição pode causar nos organismos expostos a ele. Efeitos como alteração 

do peso do feto e alterações no líquido amniótico já foram relatadas sob o uso 

de diclofenaco de modo contínuo da gestação (SCHERNECK et al., 2015; 

ANTONUCCI et al., 2012), implicando que essa substância tem capacidade de 

causar influências durante a gestação. Nesse trabalho, entretanto, não foram 

encontrados sinais de toxicidade materna e fetal, avaliados, respectivamente, 

por meio do acompanhamento do ganho de peso diário das progenitoras do GD 

10 ao GD 20 e pelos índices de viabilidade e desmame. 

Neste trabalho, quanto ao comportamento de preferência ao parceiro, 

observamos ausência de preferência pelo compartimento feminino nos machos 

testes expostos às três doses do diclofenaco avaliadas, bem como nos machos 

expostos ao DEHP (controle positivo). Em contraste, no controle negativo, os 

machos testes exploraram significativamente mais o compartimento feminino se 

comparado com o compartimento masculino, indicando uma preferência por 

fêmeas. 

Essa preferência pelo compartimento feminino demonstrada pelos 

machos do grupo controle corrobora com o estudo de AGO et al., 2015, que 

demonstrou que ratos machos mostram uma preferência significativa para o 

encontro feminino, independentemente da fase do ciclo estral da fêmea. 

A escolha do macho-teste em procurar e permanecer com a fêmea-

estímulo pode se relacionar com a atividade de áreas cerebrais sexualmente 

dimórficas, como por exemplo o núcleo sexualmente dimórfico da área pré-óptica 

presente no hipotálamo. Esse núcleo se apresenta maior em machos do que em 

fêmeas (GORSKI et al., 1980), sendo esse dimorfismo causado pela ação 

hormonal (JACOBSON et al., 1981; HOUSTMULLER et al., 1994) e pela atividade 

de prostaglandinas em períodos críticos do desenvolvimento (AMATEAU E 

MCCARTHY, 2004). Em estudo anterior, Amateau e McCarthy (2002) relatam 

que mecanismos envolvendo a plasticidade de dendritos e expressão de 

proteínas específicas da área pré-óptica são induzidos pela ação de 
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prostaglandinas. Assim, essas regiões hipotalâmicas dimórficas, ao sofrer 

influências de substâncias desreguladoras endócrinas, podem ocasionar na 

alteração de comportamentos, principalmente relacionados à cópula. Contudo, 

estudos adicionais são necessários para determinar se a exposição gestacional 

ao diclofenaco pode causar alterações morfológicas em áreas cerebrais 

sexualmente dimórficas bem como possíveis relações entre essas eventuais 

alterações morfológicas e os dados comportamentais de preferência ao parceiro 

demonstrados no presente trabalho. 

Os resultados encontrados nesse trabalho são semelhantes a de outros 

estudos que demostraram uma redução da preferência pela fêmea em machos 

expostos durante a gestação a substâncias que alteram a sinalização hormonal 

(BRAND et al., 1991; HOUSTMULLER et al., 1994). Inclusive, a exposição pré-

natal a betametasona, um fármaco anti-inflamatório, também foi capaz de reduzir 

o tempo que os ratos exploraram o compartimento feminino no teste de 

preferência a parceiro (PIFFER et al, 2009), sendo esse comportamento 

relacionado com a redução da testosterona. 

O desbalanço das atividades das prostaglandinas provocado pelo uso 

do diclofenaco neste trabalho, podem então ter causado alterações nessa área 

devido ao seu mecanismo de ação, impedindo o desenvolvimento adequado da 

área pré-óptica, ocasionando na ausência de preferência já citada.  

Nos estudos sobre alterações nos comportamentos sexuais, o principal 

causador dessas alterações são componentes que interferem diretamente com 

a síntese ou mecanismo de ação dos hormônios esteroidais, consistente com o 

que se sabe sobre a influência e importância dessas substâncias no 

desenvolvimento do sistema nervoso central (HENLEY et al., 2011). Entretanto, 

novos estudos apontam que outras substâncias podem apresentar potenciais 

efeitos que levam a alterações comportamentais, como os AINES. Estudos 

apontam que a dipirona, por exemplo, altera comportamentos maternos assim 

como o comportamento tipo ansioso da prole em ratos (VERONESI et al., 2017), 

e que o paracetamol provocou efeitos anti-androgênicos no comportamento de 

camundongos machos (HAY-SCHMIDT et al., 2017). 

Sobre o diclofenaco, já foi descoberto que ele pode ser neurotóxico em 

períodos críticos do desenvolvimento, principalmente pelo seu papel na inibição 

da COX, o que ocasiona um aumento do estresse oxidativo (YURT E KAPLAN, 
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2018). Essa neurotoxicidade ocorrendo também pela alteração da morfologia de 

neurônios da medula espinhal de ratos no segmento cervical (OZYURT et al., 

2011), apesar de não alterar neurônios no segmento torácico (RAGBETLI et al., 

2018), e de neurônios do hipocampo (GOKCIMEN et al., 2007). Nesses três 

estudos, foram estudados unicamente os efeitos referentes a dose de 1 

mg/kg/dia de diclofenaco. 

A perda da preferência pela fêmea em estro observada nos grupos 

tratados com diclofenaco neste trabalho, pode ter sido causado por alterações 

em regiões hipotalâmicas envolvidas na motivação sexual do macho. Mais 

estudos focando no papel das prostaglandinas na diferenciação sexual cerebral 

devem ser realizados, para que se consiga distinguir os efeitos da prostaglandina 

dos efeitos hormonais. Ainda, a redução da motivação sexual encontrada nos 

machos tratados com diclofenaco deve ser melhor investigada. 

O teste de labirinto em cruz elevado é utilizado para medir a ansiedade 

do animal, uma vez que o aparato evoca no animal tanto a curiosidade quanto o 

medo (HANDLEY E MITHANI, 1984). Se o medo/ansiedade for prevalente, os 

animais tendem a passar mais tempo explorando o braço fechado, onde se 

sentem seguros. Por outro lado, quanto menor a ansiedade e, por conseguinte, 

maior a curiosidade, maior o tempo explorando o braço aberto, o qual é 

desprotegido, aversivo. Além disso, é um teste que, sob condições 

experimentais, pode ser sexualmente dimórfico, com menor aversão ao braço 

aberto pelas fêmeas (MARCONDES et al., 2001, ZIMMERBERG E FARLEY, 

1993). Esse teste também pode medir o nível de atividade do animal, ao se 

analisar o número de entradas em cada braço (JOHNSTON E FILE, 1991). Essa 

análise é importante e foi realizada para descartar problemas locomotores, o que 

influenciaria o resultado de outros parâmetros desse teste, podendo levar a uma 

falsa conclusão acerca do comportamento tipo-ansiedade. 

Nesse trabalho, não foram encontradas diferenças significativas entre os 

grupos experimentais no tempo de permanência e número de entradas em cada 

braço do aparato indicando que o diclofenaco não tem efeitos sobre a ansiedade 

e locomoção dos animais. Esses resultados corroboram com os encontrados por 

Elibol et al. (2019), no qual também não foram encontradas evidências de 

alteração na ansiedade pelo labirinto em cruz elevado em ratas expostas no 

período pré-natal ao diclofenaco, sendo que nesse estudo também foram 
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encontradas alterações em funções motoras sensoriais e funções cognitivas não 

avaliadas nesse estudo. 

Esse teste foi selecionado para esse trabalho já que alguns estudos 

indicam dimorfismos sexuais, sendo que as fêmeas passam mais tempo 

explorando os braços abertos se comparado aos machos (ZIMMERBERG E 

FARLEY, 1992; JOHNSON E FILE, 1991), como mencionado anteriormente. 

Ainda, outros estudos indicam que esse dimorfismo sexual ocorre de forma mais 

pronunciada durante a fase de pró-estro nas fêmeas, devido à alta concentração 

de hormônios (MARCONDES et al., 2001; DATTA et al., 2019; WALF et al., 2009). 

Portanto, nessa fase do ciclo, as fêmeas passam mais tempo no braço aberto, 

indicando um menor nível de ansiedade. Entretanto, no presente trabalho, ao 

contrário de alguns outros artigos citados, não foram encontradas diferenças 

significativas entre machos e fêmeas nem mesmo entre os animais do grupo 

controle. Vale ressaltar, contudo, que sobre esse aspecto do teste, são 

encontrados estudos que trazem resultados variados, quanto a idade em que o 

teste é feito e a variação existente entre os estágios do ciclo estral das fêmeas 

(IHMOF et al., 1993; MARCONDES et al., 2001). Desse modo, os resultados 

obtidos podem somente indicar que a exposição pré-natal ao diclofenaco nessas 

doses não altera a ansiedade do animal e nem causa prejuízos locomotores. 

Estudos toxicológicos com AINEs em diferentes espécies já relataram 

alterações em comportamentos reprodutivos e motores (BENESOVA et al., 

2001; HAY-SCHMIDT et al., 2017; EFOSA et al., 2017). Essas alterações podem 

ser menos marcantes do que alterações provocadas por compostos como o 

bisfenol A, ftalatos e pesticidas, substâncias já bem conhecidas como 

desregulares endócrinos, e cujos efeitos adversos são amplamente estudados 

(MALLOZZI et al., 2016; GORE et al., 2019). Entretanto, ainda são efeitos que 

podem trazer prejuízos à saúde dos organismos, e, dessa forma, novos estudos 

sobre os potenciais efeitos adversos dos AINEs tornam-se importantes. No 

ambiente, onde essas substâncias encontram-se juntas e em diferentes 

concentrações, seus efeitos adversos podem ser ainda mais graves, sendo que 

o meio aquático é o principal ambiente no qual esse encontro de substâncias 

pode ocorrer (LONAPPAN et al., 2016; SATHISKUMAR et al., 2019). 

Uma preocupação da presença do diclofenaco no ambiente foi apontada 

por Lee et al. (2011), já que existe potencial de bioacumulação da substância 
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devido a sua lipofilicidade, principalmente nos ambientes aquáticos. Em 

ambiente aquático, Gröner e colaboradores (2017), observaram que em uma 

população de tilápias a concentração ambientalmente relevante de 1 µg/L de 

diclofenaco apresentou efeitos estrogênicos, modificando expressão de LH e de 

vitelogenina nos indivíduos. Sathishkumar et al. (2019) também sugerem que o 

diclofenaco e seus metabólitos no ambiente poderiam, em contato com outros 

contaminantes, levar ao desenvolvimento de microrganismos resistentes à 

drogas e ainda a novos poluentes. 

Dessa forma, a exposição a esse fármaco pode representar novos riscos 

para as futuras gerações tanto em populações humanas quanto em organismos 

de vida livre. Como comentado anteriormente, os desreguladores endócrinos 

podem exercer efeitos mesmo em doses baixas, principalmente se 

considerarmos os efeitos combinados de múltiplos agentes químicos e 

medicamentos. No caso de medicamentos, a exposição é ainda mais 

preocupante uma vez que, além da exposição ambiental, há a possibilidade de 

exposição a altas doses por conta do uso farmacológico. Com isso, estudos 

futuros devem investigar outros efeitos da exposição ao diclofenaco e a AINEs 

de maneira a geral, a fim de avaliar potenciais efeitos desreguladores endócrinos 

e repercussões sobre comportamentos e alterações morfológicas e funcionais 

no sistema nervoso central, particularmente após a exposição durante períodos 

críticos, como a gestação.  
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8 CONCLUSÃO 

 

Mediante as observações obtidas nesse trabalho, pode-se concluir que 

a exposição pré-natal ao diclofenaco, nas doses de 5, 1 e 0,2 mg/kg/dia não foi 

capaz de causar efeitos significativos sobre aspectos gerais da gestação e 

viabilidade da prole e tampouco sobre o comportamento tipo ansiedade nos 

animais na idade adulta testados no teste do labirinto em cruz elevado. Por outro 

lado, a exposição in utero ao diclofenaco parece ter alterado aspectos de 

preferência sexual, como demonstrado pela ausência de preferência pelo 

compartimento feminino no teste de preferência ao parceiro, nos animais 

expostos às três doses de diclofenaco do presente trabalho. 

Esses dados corroboram, portanto, a crescente preocupação em relação 

ao uso de analgésicos e AINEs durante o período gestacional, ainda mais 

quando ocorrido por automedicação e por meio da exposição inadvertida, com a 

ingestão de água ou alimentos que apresentem resíduos dessa substância.  

Dessa forma, pode-se entender a necessidade de investir na 

conscientização quanto aos perigos da prática da automedicação, 

principalmente durante a gestação, devido aos potenciais efeitos adversos. 

Percebe-se também a importância da continuação dos estudos de 

monitoramento do diclofenaco no ambiente, assim como o desenvolvimento de 

meios de retenção do fármaco nas estações de tratamento de água e efluentes, 

de modo a reduzir a presença do diclofenaco no ambiente. Ainda, o crescente 

número de estudos acerca de efeitos endócrinos, reprodutivos e 

comportamentais decorrentes da exposição in utero a analgésicos e AINEs serve 

de alerta para a comunidade médica em relação ao uso racional desses 

medicamentos na gestação.  
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