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Resumo

O triclosan (TCS) é um bactericida muito utilizado em produtos de higiene pessoal e enxaguatórios bucais. Apesar dos benefícios questiona-se o real benefício da utilização em larga escala do TCS em diferentes produtos, uma vez que esta substância tem sido incluída na lista dos desreguladores endócrinos. O objetivo do nosso estudo foi avaliar a influência da exposição materna ao TCS durante a gestação e lactação sobre o desenvolvimento físico e sexual inicial (puberdade) na prole feminina. Foram utilizadas fêmeas Wistar prenhes separadas em quatro grupos experimentais, com 8 animais em cada: GI-  grupo controle que receberam somente óleo de milho;  GII- receberam  TCS, na dose de 75 mg/kg/dia; GIII - receberam  TCS, na dose de 150 mg/kg/dia; GIV-  receberam TCS, na dose de 300 mg/kg/dia.  Ao nascimento, a ninhada foi pesada e avaliada quanto ao desenvolvimento físico inicial e instalação da puberdade. Como resultados, o peso médio das ninhadas das ratas tratadas com TCS nas diferentes doses foi menor (p<0,05), quando comparado ao grupo GI. As idades de descolamento das orelhas, nascimento de pêlos, erupção dos dentes incisivos e abertura dos olhos foram semelhantes entre os grupos experimentais. As fêmeas expostas durante a gestação e lactação ao TCS, apresentaram atraso de abertura vaginal e do primeiro estro, quando comparados com os animais do grupo GI. Concluímos que a exposição ao TCS durante a gestação e lactação causa restrição no desenvolvimento intrauterino e atraso na instalação da puberdade da prole feminina.

Introdução
O triclosan (TCS),  é um agente bacteriostático bifenólico com amplo espectro de atividade sobre bactérias Gram positivas e a maior parte das Gram negativas (Dann & Hontela., 2011). Esta substância tem sido incluída na lista dos desreguladores endócrinos por seus efeitos adversos observados inicialmente na fauna aquática (Orvos et al., 2002). Estudos recentes tem demosntrado que a utilização indiscrimida do TCS pode levar  a resistência bacteriana (Aiello et al., 2007) ou interferir com funções endócrinas em diferentes mamíferos (Paul et al, 2010). A exposição humana ao TCS dá-se através da absorção, devido a utilização de produtos de higiene pessoal e enxaguatórios bucais que contém este composto químico e também por inalação (Fang et al., 2010).

Assim, o fenômeno da desregulação endócrina é um assunto de grande interesse nos meios científicos e de extrema importância em saúde pública. O objetivo do nosso estudo foi avaliar a influência da exposição materna ao TCS durante a gestação e lactação sobre o desenvolvimento físico e sexual inicial (puberdade) na prole feminina.
Material e Métodos

Animais: Foram utilizados ratos adultos Wistar (machos e fêmeas), fornecidas pelo Biotério Central da Unioeste.
Acasalamento e obtenção de fêmeas prenhes: Os acasalamentos foram realizados e as fêmeas prenhes foram divididas em quatro grupos experimentais, conforme descrito abaixo.

Grupos experimentais, droga, dose e via de administração: As ratas prenhes foram divididas em 4 grupos experimentais, sendo cada grupo composto por 8 animais. O Grupo I (GI) grupo controle recebeu apenas óleo de milho; o Grupo II (GII) recebeu 75 mg/kg/dia de Triclosan diluído em óleo de milho; o Grupo III (GIII) recebeu 150 mg/kg/dia de Triclosan diluído em óleo de milho; e o Grupo IV (GIV) recebeu 300 mg/kg/dia de Triclosan diluído em óleo de milho.
Avaliação da prole feminina após o nascimento: Após o nascimento, para avaliação do desenvolvimento físico através dos seguintes parâmetros: peso, idades de abertura de olhos, descolamento das orelhas, nascimento de dente incisivo e nascimento de pêlos.

Início da puberdade e primeiro estro: Foi determinado, nos filhotes do sexo feminino, o dia médio por ninhada, em que ocorreu a abertura vaginal e o 1º estro, indicativos da instalação da puberdade.
Sacrifício dos animais: Os animais foram pesados e decapitados em guilhotina. Os órgãos reprodutores foram removidos (úteros, ovários e tubas uterinas), pesados e fixados em formol 10% para posterior rotina histológica.  
Resultados e Discussão

Avaliação do desenvolvimento físico da prole feminina

O peso médio da ninhada foi significativamente menor em todos os grupos tratados com TCS, quando comparados ao grupo controle (GI). As idades de descolamento das orelhas, nascimento de pêlos, erupção dos dentes incisivos e abertura dos olhos foram semelhantes entre os grupos experimentais (tabela 1). 

Tabela 1. Peso corporal da ninhada, avaliação dos sinais do desenvolvimento físico e parâmetros de instalação da puberdade da prole.
	Parâmetros
	GI
	GII
	GIII
	GIV

	Peso médio (g) da ninhada DPN3
	8,40±0,67
	5,95±0,84*
	6,5±0,61*
	6,09±0,71*

	Idade de descolamento das orelhas (dias)
	2,83±0,41
	3,01±0,20
	2,85±0,38
	3,00±0,40

	Idade nascimento de pêlos (dias)
	7,16±1,36
	7,98±0,95
	7,80±0,77
	7,20±1,25

	Idade de erupção dos dentes incisivos (dias)
	7,50±1,19
	8,05±1,21
	8,50±1,15
	7,89±0,99

	Idade de abertura dos olhos (dias)
	13,01±0,85
	13,04±0,87
	13,25±0,88
	14,01±0,85

	Idade da abertura vaginal (dias)
	36,73±0,47
	39,82±0,40*
	39,64±0,50*
	39,55±0,52*

	Idade do primeiro estro (dias)
	41,17±0,41
	46,15±0,50*
	45,19±0,48*
	45,27±0,40*


Valores expressos em média ± desvio padrão. DPN: dia pós-natal. GI: controle; GII: 75 mg/kg/dia; GIII: 150 mg/kg/dia; GIV: 300 mg/kg/dia. N= 10 animais/ grupo. * p<0,05, comparado ao grupo GI. Teste de Dunett.

Avaliação da instalação da puberdade da prole feminina

As fêmeas expostas durante a gestação e lactação ao TCS, apresentaram atraso de abertura vaginal e do primeiro estro, evidenciando a instalação tardia da puberdade em todos os grupos tratados com TCS, quando comparados com os animais do grupo GI (tabela 2).

         No presente estudo, os filhotes das ratas tratadas com TCS, independente da dose, apresentaram baixo peso ao nascimento, o que caracteriza a restrição de crescimento intra-uterino. Trabalhos têm demonstrado que o TCS durante a gestação reduz as concentrações de hormônios tireoidianos materno (Paul et al., 2010; Paul et al., 2012; Axesfeld et al., 2013). Sabe-se, que o hipotireoidismo materno está associado a complicações gestacionais (anemia, pré-eclâmpsia), morte fetal, parto prematuro, sofrimento fetal em trabalho de parto, baixo peso ao nascimento, hipotireoidismo congênito e déficits neurocognitivos em crianças (Saki et al., 2014). A relação entre hipotireoidismo materno e a restrição de crescimento intra-uterino observado na prole pode ser explicada devido a função essencial que os hormônios tireoidianos maternos exercem sobre o crescimento e maturação de muitos tecidos do feto tais como o cérebro, os ossos e os músculos (Rivkees et al., 1988).
Nossa avaliação dos parâmetros corporais relacionados ao desenvolvimento físico, não demonstrou qualquer alteração que pudesse ser atribuída ao tratamento dos animais com TCS.
Estudos epidemiológicos e experimentais têm demonstrado uma associação entre o baixo peso ao nascimento e o desenvolvimento de doenças crônicas na vida adulta (Zambrano et al., 2005). Neste estudo, as idades a abertura vaginal e primeiro estro, foram utilizadas como parâmetro do desenvolvimento sexual inicial nas ratas, sabe-se que a programação do eixo hipotálamo-hipófise-gônada também ocorre durante fases críticas do desenvolvimento fetal e pode ser afetado pelo retardo de crescimento intra-uterino, levando a mudanças no início e progressão da puberdade (Van Weissenbruch et al., 2005). 

Conclusões

A exposição ao TCS durante a gestação e lactação causa restrição no desenvolvimento intrauterino e atraso na instalação da puberdade da prole feminina.
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