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RESUMO

Beta-ionona (4-[2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-1yl]-3-buten-2-one; CAS 79-
77-6) € um sesquiterpeno degradado (C13) encontrado nos 6leos essenciais de uma
variedade de plantas, entre os quais o 6leo de violeta. Este composto tem sido usado na
indudstria, como intermedidrio na sintese de fragrincias, vitamina A e como aditivo
alimentar, sobretudo na industria de vinhos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial embriotéxico da beta-ionona que,
em estudos anteriores, mostrou claros indicios de induzir embrioletalidade em ratos.
Ratas Wistar foram tratadas por entubacdo gastrica com beta-ionona (125, 250, 500 e
1000 mg/kg de peso corporal/dia) ou apenas com veiculo (6leo de milho), entre os dias
6 e 15 de gravidez. No dia 21, as fémeas foram sacrificadas por inalagdo de CO, e
submetidas a cesdarea. O tutero gravidico foi pesado com todo seu conteido. Foram
contados os corpos liteos gravidicos, os fetos vivos e mortos e as reabsor¢des. As
implantacdes foram determinadas pelo método de Salewski. Os fetos foram examinados
e pesados, sendo 1/3 dos fetos de cada ninhada fixado em solucdo de Bouin para andlise
de visceras, e os 2/3 restantes, diafanizados e corados com Alizarina Red S para exame
de alteracdes de esqueleto.

A beta-ionona, na dose de 1000mg/kg de peso corpdreo/dia, causou discreta
toxicidade materna, constatada pela reducdo de ganho de peso das maes durante o
tratamento e pelo aparecimento de sinais clinicos de toxicidade. Neste nivel de dose, a
beta-ionona também afetou adversamente o desenvolvimento embrionario, causando
embrioletalidade, evidenciada pelo aumento de perdas peri-implantacdo e pelo discreto
aumento na propor¢do de reabsorcdes por implantacdes. Ainda em relagdo ao efeito
embrioletal da beta-ionona observado neste estudo, pode-se dizer que as fémeas foram
mais suscetiveis do que os machos. No presente estudo, ndo foram encontrados indicios
de retardo do crescimento intra-uterino induzido pelo exposi¢do in utero a beta-ionona,
nem aumento na incidéncia de alteracdes estruturais de visceras ou esqueléticas em
nenhum dos niveis de dose estudados. Os dados deste estudo indicaram que a beta-
ionona ndo € teratogénica em ratos, uma vez que nao houve aumento na freqiiéncia de
malformagdes viscerais e/ou esqueléticas em conseqiiéncia a exposi¢ao in utero a este
composto.

Nestas condi¢des experimentais, o nivel maximo de dose em que ndo sao
observados efeitos adversos pode ser fixado em 500 mg de beta-ionona/kg de peso

corporal, i.e. NOAEL=500 mg de beta-ionona/kg.
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ABSTRACT

B-ionone (4-[2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl]-3-buten-2-one) is a degraded
(C13) sequiterpene found in a variety of plants including Boronia megastigma as well
as in the violet oil. It has been used as an intermediate in the synthesis of fragrance
chemicals and as food flavouring additive. 3-Ionone ring is also found in the molecular
structure of retinoic acid, B-carotene and vitamin A.

This study is undertaken to investigate the embryotoxic potential of B-Ionone in
the rat. B-Ionone (125, 250, 500 and 1000mg/kg) was dissolved in corn oil and given by
gavage to Wistar rats once a day from day 6 to 15 of pregnancy. A control group
received only corn oil. All rats were weighed on days 0, 6 up to 15 and 21 of pregnant.
On day 21 of pregnancy all dams were anesthetized and killed by CO; inhalation. The
gravid uterus was weighed with its contents and the number of resorptions, implantation
sites (Salewski’s method) and live and dead fetuses was recorded. The living fetuses
were weighed, numbered and examined for externally-visible malformations. One-third
of each litter was fixed in Bouin’s solution and examined for soft tissue anomalies and
the remaining fetuses were stained with Alizarin red S for skeleton evaluation.

A decrease in pregnancy body weight gain during the treatment period and the
appearance of clinical signs of toxicity indicate that the highest dose of B-lonone tested
(1000mg/kg body weight) was slightly toxic to the mother. The pronounced reduction in
the ratio of pregnant (i.e. rats with implantation sites detected at pregnancy day
21)/treated (i.e. sperm positive treated rats) suggests that the highest dose of B-Ionone
produced a substantial number of prenatal losses at the beginning of the treatment
period. It is noteworthy that 3-Ionone, even at doses as high as 1000mg/kg body weight,

did not cause any gross structural malformation.

In conclusion, B-lonone was only slightly toxic to mothers and embryos, and no
sign of teratogenicity was found. From the data present in this study the no-observed-
adverse-effect-level (NOAEL) for B-lonone-induced embryotoxicity can be set at

500mg/kg body weight.

X1V



1. INTRODUCAO

A beta-ionona (4-[2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-1yl]-3-buten-2-one;
Figura 1) é um sesquiterpeno (terpendide degradado - C13) presente em o6leos
voldteis (ou essenciais) de uma variedade de plantas, incluindo o déleo de violeta
(Viola glabella e a Viola semprervirens) e de Boronia megastigma — Rutaceae

(Banthorpe, 1994).

A ISO (International Standard Organization) define dleos volateis como os
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste com vapor
d’dgua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos
citricos (Rutaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamadas de 6leos
essenciais, Oleos etéreos ou esséncias. Essas denominacdes derivam de algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de serem geralmente
liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo dai a designagao de
oleo. Entretanto, a sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se assim
dos o6leos fixos, misturas de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes.
Outra caracteristica importante é o aroma agradédvel e intenso da maioria dos 6leos

volateis, sendo por isso também chamados de esséncias (Simdes et al., 2000).

7z

Quimicamente, a grande maioria dos O6leos voldteis € constituida de
derivados fenilpropandides ou de terpendides, sendo que esses ultimos
preponderam. Os fenilpropandides formam-se a partir do 4cido chiquimico, que
forma as unidades bésicas dos 4cidos cinamico e p-cumdrico (Simdes et al., 2000).
Ja os terpendides constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo
que esse termo € empregado para designar todas as substincias cuja origem
biossintética deriva de uma unidade bésica do isopreno (ou hemiterpeno - CsHg).

Assim, a partir desta estrutura simples de 5 dtomos de carbono, as plantas sintetizam



uma extraordindria variedade de compostos terpendides que, de acordo com o
nimero de unidades de isopreno presentes, sdo denominadas monoterpenos
(Ci0Hj6), sesquiterpenos (CisHa), diterpenos (CpoHsp), triterpenos (CsoHag),
tetraterpenos (C4oHgs4) € politerpenos (Cys Hyg).

Figura 1: Estrutura Quimica da Beta-Ionona

H3C CH3
CH = CHCOCH3

CHj3

Os terpendides estdo presentes em plantas alimenticias e medicinais e, além
disso, sdo amplamente utilizados em produtos cosméticos, como aromatizantes em
alimentos, como esséncias em varios produtos domissanitarios € como ingredientes
de uma variedade de medicamentos de venda livre. No entanto, embora a exposicao
humana aos terpendides seja aprecidvel, a base de dados toxicoldgicos existente
sobre estas substincias ainda € incipiente, e em grande parte, diz respeito a estudos
antigos em que aspectos relevantes para caracterizacdo da toxicidade (e.g. potencial
mutagénico, carcinogénico, alergénico, embriofetotéxico e teratogénico) nao foram

adequadamente investigados.

Apesar da escassez de dados toxicolégicos sobre os inimeros componentes
quimicos de um 6leo volétil, sabe-se que alguns 6leos tem sido associados a efeitos
adversos como, por exemplo, a indu¢do de quadros de hipersensibilidade. Este fato
torna-se particularmente preocupante se levarmos em considera¢do a popularidade
de terapias ditas “naturais”, tais como a aromoterapia - definida como o tratamento
utilizando “aromas” e Oleos essenciais - que estimulam a automedicacio e levam a

exposicdo a terpendides (Tisserand & Balacs, 1995).



O interesse da populacdo geral por terapias ditas “naturais” tem origem na
constatacdo de problemas toxicoldgicos com produtos sintéticos e, ainda, na crenga
popular de que produtos de origem natural seriam desprovidos de efeitos nocivos e,
portanto, mais “sauddveis” do que os artificiais. Entretanto, a idéia preconcebida de
que produtos naturais sdo, em principio, mais seguros do que as substancias
sintéticas ndo se apdia em evidéncias cientificas, havendo numerosos exemplos de
substancias mutagénicas, carcinogénicas, teratogénicas e imunotdxicas de origem
natural. Dentre elas, as micotoxinas, os alcaldides pirrolizidinicos, os ésteres do
forbol etc. Com relagdo a avaliacdo de possiveis efeitos sobre o organismo em
desenvolvimento, podemos citar como exemplo substancias presentes em plantas
tais como Veratrum californicum, Conium maculatum, Boldus boldus, Hypericum
perforatum, Rosmarinus officinalis que contém substiancias com reconhecido

potencial teratogénico e/ou com agdo abortiva.

Portanto, qualquer substancia, quer seja ela de origem natural ou sintética,
deve ser submetida a amplo estudo toxicoldgico para que sua seguranca seja
adequadamente avaliada. Vale ainda ressaltar que, do ponto de vista toxicoldgico,
ndo importa se um xenobidtico é de origem natural ou sintética, a racionalidade e a

metodologia dos estudos de seguranca € essencialmente a mesma.

1.1 DISTRIBUICAO DA BETA-IONONA

Além de estar presente nos Oleos essenciais de violadceas e espécies de

Boronia sp, a beta-ionona € ainda encontrada no tomate, no tangelo (hibrido da

tangerina - Citrus reticulata e do pomelo - Citrus paradisi) e no cha-da-India.

Boronia megastigma, espécie encontrada principalmente da Austrdlia, ¢ um
membro da familia das rutdceas, que inclui cerca de 70 espécies (Rangahau, 2001 e
Burke’s Backyard Archives, 2001). Diferentes variedades de Boronia sao
encontradas, incluindo ‘Harlequin’ (flores marrom e amarela), ‘Lutea’ (flores
amarelas) e ‘Jack Macguire’s Red’ (flores vermelhas), todas ilustradas na Figura 2.

Muitos componentes podem ser identificados no extrato das diferentes espécies de

3



Boronia, em que a beta-ionona é o mais abundante componente da fracdo volatil,
estando presente em concentracdes entre 1,2% a 4,5 % (Menary e MacTavish,

2000).

Figura 2: Variedades de Boronia

“Harlequin” “Lutea “ “Jack Macguire’s Red””

Os vérios membros da familia das violetas possuem flores distintas e dentre
as espécies mais conhecidas destacam-se a Viola glabella e a Viola semprervirens,
nativas de jardins. Membros da familia Violaceae sdo usados como chés ou extratos
medicinais por serem ricos em nutrientes como a vitamina C e o beta-caroteno. O

chd ou o extrato podem ser preparados a partir da planta fresca ou seca.

O aroma das rosas € amplamente conhecido por seu perfume. Dentre os mais
de 275 constituintes do o6leo essencial das rosas, o citronelal é o de maior
concentracdo, i.e. 38%. No entanto, produtos derivados da degradacio de
carotendides também sdo encontrados, como a beta-ionona (0,03%) e o beta-
damasceno (0,14%). Mesmo que em concentracdes menores, estes constituintes

produzem significante contribui¢cdo no aroma destas flores (Leffingwell, 2005).

Um anel de beta-ionona estd presente na estrutura molecular do acido
retindico, do retinol e do beta-caroteno (Erickson, 1976). Este ultimo carotendide
tem adquirido papel de destaque em artigos cientificos sobre o potencial anti-

carcinogénico de compostos naturais, uma vez que estudos epidemiol6gicos



encontram consistentemente uma associacao inversa entre dietas ricas em frutas,
legumes e vegetais frescos contendo beta-caroteno e a incidéncia de céncer de
diversas localizacdes. Estas observagdes tém sido, em grande parte, corroboradas
por dados origindrios de estudos experimentais € entre 0s micronutrientes a que se
tem atribuido este efeito protetor destacam-se os carotendides, sobretudo o beta-
caroteno e o licopeno, presente no tomate que, como dito anteriormente, também
contém beta-ionona (Durnev et al., 1998). Contrastando com os estudos
epidemioldgicos observacionais do papel da dieta rica em produtos frescos, estudos
de interven¢do de longa duracdo nao t€m encontrado a esperada redugdo da
incidéncia de cancer em individuos que receberam uma suplementacdo didria de
beta-caroteno, como mostram os estudos de Tsuda et al. 1996; Manetta et al., 1996;
Clinton et at., 1996; Golding-Lang et al., 1996, Mayne, 1996; Koo, 1997 e Hinds et
al., 1997.

1.2 CONSTITUINTES DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os compostos terpénicos mais abundantes nos Oleos essenciais sao 0s
monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos. Outros terpendides, como 0s
diterpenos, sdo encontrados apenas em O6leos essenciais extraidos com solventes

organicos (Steinegger e Hansel, 1992).

Os monoterpenos podem ser divididos em trés subgrupos: aciclicos
(mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (alfa-terpineol e terpinoleno) e biciclicos
(alfa-pineno, tujona, canfora e fenchona). Em cada um desses subgrupos, ha ainda
outras classificagdes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), alcoois (mentol),
aldeidos ou cetonas (mentona, carvona), lactonas (os monoterpenos lactdnicos sdo
chamados de iriddides, ex. nepetalactona) e tropolonas (gama-tujaplicina). As
variagdes estruturais dos sesquiterpenos sdo da mesma natureza que as precedentes,
podendo ser aciclicos (farnesol, nerolidol), monociclicos (dcido abscisico) ou
biciclicos (gama-bisaboleno, beta-selineno, cariofileno) ou lactonas
sesquiterpénicas. Em cada um desses subgrupos, classificam-se indmeras

substancias, caracterizadas por cerca de 200 tipos diferentes de esqueletos. O



nimero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8.000 (Breitmaier, 1990)
enquanto o nimero dos que tem sido descritos como componentes de dleos volateis
€ superior a 150 no caso dos monoterpenos e a 1000 no caso dos sesquiterpenos

(Wagner, 1993).

Alguns monoterpenos foram anteriormente estudados em nosso laboratério
quanto ao seu potencial embriofetotoxico em roedores, como por exemplo o beta-
mirceno (Delgado et al., 1993), encontrado em uma variedade de plantas, incluindo
o capim-limao, o ldpulo, a verbena e o louro; o citral (Nogueira et al., 1995)
presente no limao, laranja, pomelo, tomates, trigo entre outros e o alfa-terpinene
(Aragjo et al., 1996) nas arvores de cha-australiana (“tea tree’). Os dados obtidos

nesses estudos serdo discutidos posteriormente nesta dissertacao.

1.3 IMPORTANCIA INDUSTRIAL DOS OLEOS ESSENCIAS E SEUS

CONSTITUINTES

A Dbeta-ionona € usada como intermedidrio na sintese industrial de
fragrancias e da vitamina A, além de funcionar também como aditivo alimentar,

conferindo ou realgcando o sabor e o aroma de alguns alimentos e bebidas (Ferreira,

2001).

Virios 6leos essenciais sdo empregados hoje nas industrias de cosméticos,
de produtos domissanitdrios, de alimentos e farmacéutica. Diversos farmacos
contendo 6leos essenciais sao comumente empregados pela populacdo brasileira,
entre eles sedativos, expectorantes, diuréticos, rubefacientes, anti-sépticos etc. Além
de serem usados com fins terapéuticos, os 6leos essenciais sdo empregados como
substancias mascaradoras do gosto desagraddvel de certos componentes ativos de

medicamentos (Sticher, 1977).

Os constituintes de 6leos essenciais sdo ainda comumente utilizados como

aditivos alimentares. Tanto o sabor quanto o aroma sdo fatores que influem
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consideravelmente a qualidade de um alimento, e podem repercutir diretamente no
seu valor comercial. O sabor do morango, por exemplo, pode ser imitado por uma
combinacdo entre uma série de substancias, incluindo a beta-ionona, o 4lcool, o

acido acético, aldeidos, entre outros.

Apesar das técnicas de extracao e destilagdo, utilizadas para o isolamento do
material volatil das plantas, i.e. dos O6leos essenciais, serem consideradas
intervencgdes relativamente modernas, o uso de substincias naturais provenientes
diretamente das plantas, como as esséncias e as fragrancias, € histérico. O uso do
incenso e de fragrancias pelos egipcios, no material utilizado no embalsamento de

mumias, ilustra bem tal fato.

1.4 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

1.4.1 HISTORIA DA TERATOLOGIA

Teratologia (do grego ‘teras’ = monstro) € o estudo cientifico de anomalias
congénitas (Persaud, 1979). Este termo é empregado para denominar alteracdes
morfoldgicas ocorridas em um determinado periodo do desenvolvimento
embriondrio, i.e. durante a organogénese. A histéria da Teratologia, uma ciéncia
essencialmente descritiva, nos remete a reflexdes sobre as diversas religides,
crencas, visdes e o grau de desenvolvimento tecnoldgico em diferentes civilizagdes

ao longo dos tempos.

Desde os primérdios as malformagdes congénitas tém despertado a atengdo
do homem. O mais antigo registro associado a malformagdes humanas foi
encontrado na Turquia, i.e. uma estatueta de marmore de 6500 AC (Figura 3), que
retrata uma divindade dicefdlica e foi citada por Josef Warkany em suas obras

literarias dedicadas ao estudo da Teratologia Experimental (Warkany, 1977 ).
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Figura 3: Estatueta de marmore de 6500 AC.

Na antiga Babilonia, na auséncia de explicagdes cientificas, o nascimento de
criancas malformadas era atribuido a intervengdes divinas ou diabdlicas, podendo
ser considerado também como evento premonitério de acontecimentos importantes.
As Tébuas de Nineveh, escritas em argila hd cerca de 4000 anos pelos caldeus e
encontradas as margens do rio Tigre, registram cerca de 60 malformacdes e seus
respectivos progndsticos (Figura 4). Constam destes registros, citacdes curiosas
como previsdes a respeito do futuro do rei, ou ainda, sobre a ocorréncia de
catastrofes naturais, guerras entre povos vizinhos, previsdes de colheita, entre
outros. Acontecimentos importantes eram associados ao nascimento de recém-natos
com malformacdes especificas e estao bem documentadas nestes antigos registros

(Persaud, 1979).

A busca por explicagdes que pudessem esclarecer o nascimento de criancas
malformadas foi fato marcante ao longo do tempos e gerou o aparecimento de
crengas, como, por exemplo, a das “impressdes maternas” e dos “hibridos”. No caso
das impressdes maternas, acreditava-se que pensamentos e desejos dos pais durante
a concep¢do e gravidez teriam reflexos na crianca em desenvolvimento. Por
exemplo, quando uma mulher olhasse firmemente para um homem forte e belo, seu
filho nasceria com tais caracteristicas. Na Grécia antiga, recomendava-se que as

maes gravidas passassem parte da gestacdo a contemplar estituas de poderosos



deuses, como Caster e Pollux, para que seus descendentes viessem ao mundo com
caracteristicas de beleza, forca e inteligéncia. Acreditava-se que o nascimento de
criancas sem estes atrativos se devia a inobservancia destes conselhos por parte dos

pais.
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Figura 4: Tabuas de Nineveh

A hibridizacdo, crenca que parece ter surgido na India e no Egito, atribuia o
nascimento de criangas com peculiaridades aberrantes e formas monstruosas, com
caracteristicas semelhantes as observadas em diferentes espécies animais, ao
cruzamento entre homens e animais. O surgimento da teoria da hibridizacdo pode
ser explicado pela ocorréncia de algumas malformacgdes, tais como sindactilia,
focomelia, ciclopia, ictiose, proboscitose etc, que conferem ao neonato aparéncia
que causa estranheza aos olhos dos homens e que nos remete a comparagdes com as
formas anatomicas de alguns animais (e.g. focomelia = foca, ictiose = peixes,

proboscitose = mamiferos proboscideos como a anta e o elefante etc).



Enquanto no antigo Egito o nascimento de ‘“hibridos” era visto como
intervengdo divina, na Europa durante a Idade Média tal fato era associado a

bruxaria e ao pecado e, em geral, mae e filho eram condenados a morte.

Em 1523, Luther e Melanchthon escreveram o livro “Der Papstesel” (O asno
do Papa) descrevendo o nascimento de uma criatura aberrante, encontrada as
margens de um rio alemao. Luther e Melanchthon relacionaram o nascimento de tal
criatura a um sinal divino que significaria o final do Papado (Persaud, 1979). Cerca
de um século depois, Fortunius Licetus publicou o “De Monstrorum”, também
conhecido como “De Monstris” (1616), que continha descricoes de gémeos
acolados (xip6fagos, cranidpagos, isquidpagos etc), hibridos e monstros com
diversas aberragdes. Em “De monstris”, Licetus ndo teve limites e deu asas a sua
imaginagdo fértil como pode ser visto nas ilustra¢des originais de seu livro (Figura

5).

Até mesmo o nascimento de animais domésticos com aberra¢des poderia
levar a condenacgdo de pessoas por pratica de bruxaria ou proximidade ao demonio.
Um caso espantoso, relatado em New Haven, Connecticut em 1641, retrata bem a
crueldade da época e a intolerancia a que eram submetidos aqueles que porventura
se vissem envolvidos com o nascimento de neonatos malformados. O caso tem
inicio com o nascimento de um leitdo apresentando uma malformagdo conhecida
como ciclopia (fusdo dos globos oculares). O nascimento de tal animal chocou a
populacdo local, que logo saiu em busca de um possivel “responsdvel” por tal
acontecimento. Um sujeito de nome George Spencer foi considerado suspeito por
duas razdes, que na légica daqueles tempos pareciam bastante razodveis. Spencer,
além de vizinho da fazenda onde o nascimento havia acontecido, tinha assim como
o leitdo um unico olho saudavel (o outro com catarata). E assim, em abril de 1642,
tanto a mae bioldgica do leitdo como Spencer foram condenados a morte. Desfechos

como este foram descritos por outros na Europa medieval.
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1.4.2 BASES DA TOXICOLOGIA REPRODUTIVA M ODERNA

Até a década de 1960 encontrava-se, com certa freqii€ncia, em revistas
cientificas especializadas no tema afirmacdes do tipo “Ndo ha nenhuma evidéncia
de que a ingestdo de dlcool por mulheres gravidas, mesmo que em quantidades
irrestritas, cause qualquer efeito deletério sobre o feto” [...“There is no evidence that
alcoholic beverages ingested by the pregnant mother, even in immoderated
amounts, has any deleterious effects upon the fetus” por Ashley, 1962]. Hoje, os
sintomas associados a Sindrome Fetal Alcodlica sao tdo bem conhecidos, que frases

como as de Ashley causariam grande estranheza, mesmo para o publico leigo.

Pode-se dizer que as investigacOes cientificas sobre a origem de
malformagdes congénitas em mamiferos, assim como os ensaios preditivos
relacionados a Toxicologia do Desenvolvimento, sdo relativamente recentes. Varios
fatores contribuiram para o atraso desta drea da Toxicologia, sendo um deles
relacionado a idéia preconcebida por parte da comunidade cientifica da época de
que o desenvolvimento embriondrio de mamiferos, por ocorrer no interior do tutero
materno, estaria protegido dos efeitos adversos de agentes ambientais. Acreditava-se
que as conseqiiéncias da exposicdo materna aos agentes ambientais poderiam ser,
unicamente, do tipo “tudo-ou-nada”, ou seja, ou o agravo seria severo o suficiente
para causar a morte do embrido e a interrup¢do da gravidez, ou entdo ndo causaria

mal algum ao concepto (Manson, 1986).
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Figura 5: Os Frutos da Hibridizacao segundo Fortunius Licetus.

Hustracoes do “De Monstris”, de 1616
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A partir da década de 1930, comecaram a surgir as primeiras constatacdes
experimentais de que o organismo materno ndo era tao eficiente como se julgava em
proteger o embrido contra efeitos adversos induzidos por fatores ambientais. Hale
(1935) constatou o aparecimento de malformacdes (e.g. anoftalmia e fenda palatina)
em porcos nascidos de maes com uma dieta deficiente em vitamina A. Mais tarde,
tanto a hipo- quanto a hipervitaminose A foram associadas ao aparecimento de
malformacdes também em roedores (Warkany & Nelson 1941). Seguindo esta
mesma linha de raciocinio, varias investigacdes foram realizadas e acabaram por
fortalecer a idéia de que fatores ambientais externos estariam envolvidos com o
aparecimento de malformagdes congénitas. Neste contexto, demonstrou-se
experimentalmente que exposi¢des in utero a xenobidticos e agentes fisicos, tais
como a radiagc@o ionizante (raios X), os anti-neopldsicos, o azul de tripan e uma
variedade de outros agentes, eram capazes de induzir malforma¢des em embrides de

mamiferos (Manson, 1986).

Todos estes estudos evidenciavam que fatores ambientais poderiam afetar
adversamente o desenvolvimento embriondrio mas, ainda assim, persistia a crenca
de que no homem os mecanismos hereditarios seriam a tnica explicacdo satisfatdria
para a ocorréncia de defeitos ao nascimento. Os resultados obtidos por Hale (1935)
e por outros autores de sua época eram tidos como conseqiiéncias excepcionais de
manipulagdes experimentais em laboratério e, portanto, ndo extrapoldveis para a
génese de malformag¢des humanas. Foram, entretanto, observacdes clinicas que
despertaram a aten¢cdo da comunidade cientifica para a importancia de fatores

ambientais como agentes etioldgicos de malformacgdes em seres humanos.

13



1.4.2.1 TERATOGENOS HUMANOS

Gregg, em 1941 ja havia identificado o virus da rubéola como o primeiro
agente ambiental responsdvel por causar malformacdes humanas. A infec¢do de
mulheres gravidas pelo virus da rubéola levava ao nascimento de criancas com uma
sindrome que incluia malformacdes oculares, cardiovasculares, surdez e retardo
mental. As constatacdes foram feitas durante uma epidemia de rubéola quando se
estabeleceu também a relacdo entre o periodo de gestacio em que ocorria a
exposicdo ao virus e o tipo de malformacdo que ele produzia. Uma epidemia
ocorrida nos Estados Unidos, anos depois, levou ao nascimento de mais de 20.000

criangas com anomalias congénitas.

Ainda entre as década de 1950 e 1960, observou-se nova tragédia humana
em conseqiiéncia da exposi¢do pré-natal a fatores ambientais; desta vez na baia de
Minamata, Japdo. Um aumento inusitado na incidéncia de nascimentos de criangas
com distirbios neuroldgicos graves, i.e. criangas diplégicas, tetraplégicas,
portadoras de retardo mental, de incoordenacdo motora e de distirbios de equilibrio,
com incapacidade de sustentacdo do corpo e outras sintomas, coincidiu com o
aparecimento de alteracdes neuroldgicas em gatos e na populacdo adulta local. Em
alguns povoados da baia de Minamata, cerca de 12% dos recém nascidos foram
afetados. Em 1962 foi estabelecida a associag¢do entre o nascimento de criangas com
tais seqiielas irreversiveis e a contaminacao da baia por metilmerctrio, contido nos
residuos produzidos pela industria quimica Chisso, que fabricava acetaldeido usado

na producdo de material pldstico e despejava seus rejeitos no mar.
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O envenenamento por merctrio ndo era novidade', mas mesmo assim foi
necessario mais de uma década de exposi¢do até que fosse estabelecida a relacdo
causal entre a contaminacdo da baia e o aparecimento dos sintomas da hoje
conhecida Doenga Fetal de Minamata. A situacdo dramadtica que afetou o Japao
serviu como mais um alerta sobre os riscos da exposicdo ambiental a metais
pesados, e também demonstrou que o organismo em desenvolvimento ndo estava
totalmente protegido no interior do ttero materno. Pelo contrério, hoje se sabe que o
metilmercurio atravessa a barreira placentdria e causa seqiielas irreversiveis no feto
que € cerca de 10 vezes mais sensivel aos seus efeitos adversos do que o organismo

adulto.

Apesar dos acontecimentos descritos acima e seus desfechos tragicos, até
meados da década de 1960, ndo haviam sido estabelecidas medidas suficientemente
rigorosas para proteger o embrido e o organismo materno dos agentes ambientais.
Evidéncia nesse sentido € a descoberta do efeito teratogénico da talidomida no
inicio dos anos 1960. No final da década de 1950, notou-se o nascimento freqiiente
de criancas com um tipo até entdo raro de malformacdo caracterizada por
encurtamento pré-axial (focomelia) e auséncia total dos membros (amelia). Este
episodio ficou conhecido como Tragédia da Talidomida. A Talidomida
(Contergan®) foi desenvolvida pela indudstria alemda Chemie Griinenthal, sendo
introduzida no mercado em meados dos anos de 1950, como um medicamento
“seguro” com propriedades sedativas/hipndticas. Apds ter sido caracterizada como

teratogénica, a talidomida foi retirada do mercado em 1961, deixando cerca de

10.000 vitimas em diferentes paises.

'o chapeleiro louco de "Alice no Pais das Maravilhas", por exemplo, vem da expressdo
"louco como um chapeleiro", que surgiu porque o mercirio usado para preparar o feltro utilizado
para confeccdo dos chapéus era a causa comum de envenenamento que costumava atingir os
chapeleiros que, uma vez intoxicados, exibiam o mesmo comportamento que os individuos afetados

em Minamata.
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Desde entdo, novos farmacos teratogénicos foram identificados, como
derivados cumarinicos (varfarina), vitamina A e seus derivados, antifolatos ou
anticonvulsivantes, como a hidantoina e 4cido valpdrico. (Paulus, 1999). No
entanto, os acontecimentos descritos anteriormente e outros como, por exemplo, a
carcinogenicidade transplacentdria induzida pelo dietilestilbestrol, derrubaram
definitivamente o dogma da invulnerabilidade do embrido de mamiferos a agravos
ambientais, € marcaram inicio de uma preocupa¢do maior com a preven¢do dos

defeitos congénitos através da identificacdo de potenciais teratogenos.

Pode-se dizer que a inquietude quanto a inocuidade de xenobidticos
recomendados a mulheres gravidas € cada vez mais evidente a partir da “Tragédia
da Talidomida”, e este fato provocou um grande impacto na drea regulatdria,
fazendo com que a avaliacdo pré-clinica e clinica de seguranca e eficicia dos
medicamentos se tornasse mais rigorosa e se estendesse a outros produtos, como
pesticidas, aditivos alimentares e substancias quimicas em geral. Este rigor fez com
que as autoridades sanitdrias de diversos paises elaborassem diretrizes sobre a

conducao de estudos pré-clinicos e clinicos de seguranca e eficécia.

1.4.3 DIRETRIZES DE ESTUDOS PRE-CLINICOS DE AVALIACAO DA TOXICIDADE

REPRODUTIVA

Os estudos pré-clinicos de toxicidade reprodutiva consistem em ensaios
realizados em animais, a fim de verificar o potencial de uma substancia quimica
nova em provocar efeitos adversos sobre o processo reprodutivo, incluindo a
fertilidade, o acasalamento, o desenvolvimento embriofetal, o parto, e o
desenvolvimento pés-natal dos descendentes até a maturidade reprodutiva. E uma
das dreas mais complexas da Toxicologia Preditiva, porque o ciclo reprodutivo
prolonga-se por grande parte da vida do individuo, iniciando-se com a producdo dos
gametas nos pais (ainda no periodo pré-natal), seguindo pela fertilizacdo e
desenvolvimento embriofetal, nascimento e desenvolvimento pds-natal até a
maturidade sexual quando os descendentes, ja adultos, tornam-se capazes de

procriar.
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As diretrizes, embora ndo possuam for¢a de lei, traduzem as expectativas das
agencias regulatorias e por isto sdo seguidas a risca pelas industrias. As diretrizes da
agéncia americana de controle de medicamentos FDA (US Food and Drug
Administration), e da Unido Européia, EEC (European Economic Community)
recomendam a realiza¢do de abrangentes estudos de toxicidade reprodutiva em trés

segmentos, Como segue:

Segmento I - Visa a avaliacdo de efeitos adversos sobre a fertilidade e o
desempenho reprodutivo geral. Os animais sao expostos pela via preconizada para
0 uso em humanos, e pelo menos trés niveis de doses sao testados. Para que haja
uma exposicdo suficiente incluindo todo o periodo da espermatogénese e
ovogenese, os machos sdo tratados por 90 dias antes do cruzamento e as fémeas
por 21 dias antes do acasalamento. Apds o cruzamento os machos sao sacrificados
e necropsiados, sendo realizada uma andlise meticulosa dos 6rgdos reprodutivos,
incluindo histopatologia de testiculos. As fémeas permanecem em tratamento
durante toda a gravidez. Ao fim da gestacdo, metade das fémeas é submetida a
cesareana e o restante prossegue para o parto espontianeo, e continua a ser tratada
durante o periodo de lactacdo até o desmame da prole (21° dia de vida pds-natal).
Os desfechos analisados neste segmento sdo: fertilidade, freqiiéncia de
malformacdes de visceras e esqueletos de fetos obtidos por cesdrea e o

desenvolvimento p6s-natal da prole exposta.

Segmento II — Visa a avaliacdo da teratogenicidade ou embriofeto-toxicidade.
O tratamento € realizado no periodo da organogénese que, no rato, vai do 6° ao
15° dia de gestacdo. No 21° dia de gestacdo é realizada a cesdrea, os fetos sdo
analisados quanto a presenca de malformacdes externas. Apds, 1/3 de cada
ninhada é fixado, para anélise de malformagdes viscerais e 2/3 sao diafanizados e
corados com Alizarina Red S para andlise de malformacdes esqueléticas. Neste
segmento, os experimentos sio realizados com uma espécie de roedor, em geral

ratos ou camundongos, € um nao-roedor, em geral o coelho.
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Segmento III - Investiga os efeitos adversos sobre o desenvolvimento peri-
natal, parto e pds-natal da prole. No rato o tratamento tem inicio no 15° dia de
gestacdo, prossegue durante o parto e continua até o desmame da prole (por volta
do 21° dia de vida pds-natal). S3o analisados os seguintes desfechos: problemas
durante o parto, a sobrevivéncia no periodo neonatal e o desenvolvimento
somdtico e neurocomportamental durante o periodo pds-natal. Recomenda-se
também avaliar a fertilidade da prole exposta in utero quando esta atinge a
maturidade sexual. Neste segmento uma espécie de roedor € considerada

suficiente.

Nos dltimos anos, a fim de harmonizar suas propostas em diretrizes Unicas,
paises inseridos na Comunidade Econdmica Européia, os Estados Unidos e o Japao
criaram o ICH (International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), que é um
Férum Internacional de Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de
Produtos Farmacéuticos para Uso Humano. Deste Férum surgiram as Diretrizes

Harmonizadas Tripartite.

Simultaneamente a criacao das diretrizes harmonizadas, observou-se por parte
da comunidade cientifica e Orgdos regulatérios uma maior preocupacdo com
possiveis seqiielas funcionais induzidas in utero. Neste contexto, a avaliacdo de
toxicidade funcional, que em geral inclui a avaliagdo de possiveis efeitos sobre o
desenvolvimento neurocomportamental e da fungdo reprodutiva, € recomendada nas
ICHs, como pode ser observado no Quadro 1. Tais avaliagdes incluem: atividade
locomotora, teste de memoria, desenvolvimento de reflexos, maturacdo do tempo

sexual, acasalamento e fertilidade (“Reviewer Guidance” - FDA, 2001).

O Brasil ndo participa ativamente deste Férum, podendo ser considerado
apenas como pais observador, i.e. que procura seguir as recomendacdes contidas
nas diretrizes ICH, sobretudo nos casos em que ndo possui regulamentacdo propria.

De um modo geral, estudos de medicamentos novos dificilmente sdo de iniciativa
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da industria brasileira e as multinacionais ja adotam as diretrizes da ICH, portanto, é

plausivel uma regulamentacdo nacional tendo-as por fundamento.
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Quadro 1: Resumo dos protocolos de estudos in vivo para avaliacio ndo-clinica da

toxicidade reprodutiva.

ESTUDO EXPOSICAO DESFECHOS REGISTRADOS

COMENTARIOS

Machos: 10 semanas Desenvolvimento do gameta,
antes do acasalamento fertilidade, viabilidade pré-e
Fertilidade e Desempenho Fémeas: 2 semanas antes pds-implantacdo, nascimento e
reprodutivo do acasalamento lactagdo.

Segmento 1

Avalia a capacidade reprodutiva de
machos e fémeas apds exposicdo por
todo o ciclo espermatogénico e
oogénico

Da implantacdo ao final ~ Viabilidade e morfologia

da organogénese (andlise externa, visceral e
Embriofetotoxicidade esquelética) do concepto antes
do nascimento.

Segmento 2

Exposicdo curta para prevenir
adaptacdo do metabolismo materno e
fornece alta exposi¢do ao embrido
durante perfodo de vulnerabilidade
associado a gastrulacdo e
organogénese

Do tltimo trimestre da Sobrevivéncia pés-natal,

Observa os efeitos sobre o

Segmento 3 oz = . . . T
g gestacdo até a lactagdo crescimento e morfologias desenvolvimento dos principais
Desenvolvimento peri e pos- externas orgdos funcionais durante o periodo
natal peri-natal
Machos: 4 semanas antes Machos: peso e histologia dos Avaliagdo dos desfechos reprodutivos
ICH4.1.1 o . o ~ <
do acasalamento orgaos reprodutivos, motilidade  dos machos; duragio do tratamento é
Protocolo de fertilidade Fémeas: 2 semanas antes e contagem dos menor do que no Segmento 1
do acasalamento espermatozoéides.

Fémeas: viabilidade do concepto
na metade da gravidez ou mais
tarde

Da Implantagdo ao final  Toxicidade relativa de fémeas

Semelhante ao estudo de Segmento 1

ICH4.1.2 da lactagdo gravidas vs ndo gravidas;
Efeitos sobre o viabilidade pés-natal,
desenvolvimento pré-natal e crescimento, desenvolvimento, €
pds-natal, incluindo funcdes déficits funcionais (incluindo
maternas. comportamento, maturagéo e
reproducio).
ICH 4.1.3 Da Implantag@o ao final Viabilidadf: e morfologi.a dos Semelhante ao esthio de Segmento 2,
da organogénese fetos (andlise externa, visceral e  usualmente conduzido em duas
Efeitos sobre o esquelética) antes do espécies (roedor e ndo-roedor).
desenvolvimento nascimento.
embriofetal
Da Implantagéo (ou Viabilidade e morfologia dos Semelhante ao estudo de Segmento 2,
OECD 414 P . . . .
acasalamento) até um dia fetos (andlise externa, visceral ¢  usualmente conduzido em duas
Estudo da toxicidade sobre o antes da cesarea esquelética) antes do espécies (roedor e ndo-roedor).
desenvolvimento pré-natal nascimento.

Fonte: Rogers & Kavlock, 2001.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial embriotéxico da beta-
ionona em ratos, investigando mais especificamente os seguintes efeitos induzidos

in utero por este composto:

1. embrioletalidade,

2. retardo do crescimento intra-uterino,

3. aparecimento de malformacdes viscerais e esqueléticas (i.e efeito
teratogénico), e

4. determinar o NOAEL - dose maxima de dose em que ndo sdo observados

efeitos adversos - para a toxicidade pré-natal da beta-ionona.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado segundo os Procedimentos Operacionais Padrio
(P.O.P.) do Laboratério de Toxicologia Ambiental para as seguintes etapas do
experimento: acasalamento, confirmag¢do da cépula e do dia zero de gestacdo,
tratamento dos animais, cesdrea, avaliacdo de malformacdes esqueléticas e viscerais

e analise estatistica dos resultados.

3.1 TESTE PILOTO

Para estabelecer as doses a serem empregadas no experimento, foi necessario
realizar um teste piloto, com quatro niveis de dose, além do grupo controle, como
sugerido pelas diretrizes internacionais. As diretrizes preconizam também que o
limite superior do intervalo de doses seja suficientemente alto para produzir alguma
toxicidade materna (ndo mais que 10% de mortalidade) ou toxicidade para o
embrido, e o limite inferior deste intervalo seja uma dose proxima da dose
terapéutica e que ndo cause efeitos embriotdxicos (Collins et al, 1999). Este
procedimento permite a fixacdo do NOAEL (No Observed Adverse Effect Level, ou

o nivel maximo de dose em que ndo se observa efeito adverso) com maior precisao.

O teste piloto seguiu o mesmo desenho de um estudo de Toxicidade
Reprodutiva de Segmento II, diferindo apenas no nimero de animais usados. Para a

realizacdo do piloto foram utilizados 5 grupos (N = 5 animais/grupo) a saber:

. Grupo Controle: recebeu apenas o veiculo (6leo de milho), e

° Grupos Tratados: receberam beta-ionona nas doses de 1000, 500,

250 e 125 mg/kg de peso corporal diluida em 6leo de milho.
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A metodologia descrita a seguir foi usada tanto no teste piloto como no

experimento propriamente dito.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, fémeas nuliparas e machos, fornecidos pelo
Centro de Cria¢ao de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz (CECAL-
FIOCRUZ), pesando aproximadamente 200g e com aproximadamente 60 dias de

vida.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais retangulares de fundo sélido
e de plastico, com cama de maravalha de pinho branco, fechadas com tampas de aco
inoxiddvel de modo a permitir a acomodacdo da racdo paletizada e do frasco
bebedouro. Os animais receberam racdo comercial para ratos e camundongos
(Nuvital®, Nuvilab Ltd, Curitiba, PR, Brasil) e dgua ad libitum e foram mantidos em
condi¢des ambientais controladas de temperatura (23 = 2°C), umidade relativa do ar

(ca. de 70%) e ciclo claro-escuro constante (12 horas cada).

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-

FIOCRUZ), de acordo com o protocolo POO18-00.

3.3  ACASALAMENTO

O acasalamento dos animais foi realizado segundo o procedimento proposto
por Chahoud & Kwasigroch (1977). Apés o periodo de aclimatacdo, i.e. uma
semana apods a chegada dos animais ao biotério, duas fémeas foram transferidas para
a gaiola de um macho durante as duas tltimas horas do periodo escuro (de 06:00 as

08:00 horas da manha). A ocorréncia do cruzamento foi confirmada pela presenca
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do "plug" (massa esbranquicada de espermatozéides na abertura vaginal) ou pela

presenca de espermatozdides no esfregagco vaginal.

Para preparar o esfregaco vaginal o material é coletado do canal vaginal,
com o auxilio de hastes flexiveis de algodio embebidas em &4gua destilada,
repassado para uma lamina e posteriormente examinado ao microscépio Otico
quanto a presenca de espermatozdides. Este procedimento foi realizado somente nas

fémeas que ndo apresentavam “plug” vaginal.

As primeiras 24 horas apdés a confirmacdo do acasalamento foram

consideradas como sendo o dia zero (D0) de gestagao.

34 TRATAMENTO

Ap6s confirmagdo do acasalamento, as fémeas foram alojadas em gaiolas
individuais e distribuidas em 5 grupos experimentais de aproximadamente 15
animais cada. A beta-ionona (Sigma®, Beta-lonone - (4-[2,6,6-Trimethyl-1-
cyclohexen-1-yl]-3-buten-2-one), Ci3H,0O - CAS 79-77-6) foi diluida em 6leo de
milho (Mazola®) e administrada por entubacdo gastrica, com auxilio de uma sonda
(Complast®, sonda uretral n°6, com 1 furo), do dia 6 ao dia 15 de gestacdo, em
doses didrias de 1000, 500, 250 e 125 mg beta-ionona/kg de peso corporal. O grupo

controle recebeu apenas o veiculo (6leo de milho).

As solucdes foram preparadas de modo a se administrar um volume
correspondente a Sml/kg de peso corpéreo; sendo feitas a cada dois dias,
armazenadas em recipientes isolados de luz e fechados com Parafiln® e
armazenadas em geladeira. As solucdes de beta-ionona foram administradas a

temperatura ambiente, sempre na parte da manha, entre 8:00 e 12:00 horas.
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As fémeas foram pesadas no dia zero, diariamente durante todo o periodo de
tratamento (diariamente, do dia 6 ao dia 15) e no dia 21 dia de gestacdo. No periodo
do tratamento, as fémeas examinadas diariamente quanto ao aparecimento de sinais

de toxicidade.

Para o registro dos sinais de toxicidade foi utilizado um protocolo de anélise
de sinais clinicos, contemplando os seguintes itens: estresse; hipoatividade;
respiracdo acelerada; irritacdo; tremores musculares; hipotonia; prostracao;
piloerecdo; paralisia posterior; cromodacriorréia; convulsdes; respiracdo abdominal;
epistaxis; vocalizagdo; salivagcdo; lacrimejamento; diarréia; resposta a estimulo
exterior e perda de pélo. Qualquer manifestacdo anormal e diferente das contidas no

protocolo foram registradas adicionalmente.

3.5 CESARIANA

Todas as fémeas foram sacrificadas® no dia 21 de gestacdo por inalacdo

for¢ada de di6xido de carbono (CO,) e logo ap6s foi iniciada a cesariana.

Durante a cesdrea, o tutero e os ovdrios de cada fémea foram expostos,
mantendo-se a posicdo original (direito e esquerdo). O nimero de fetos vivos e
mortos, de sitios de implantacdo, de reabsorcdes e corpos liteos gravidicos foi
registrado. Apds a abertura do utero, os fetos foram retirados, um a um, e cada um
deles sofreu uma meticulosa andlise no sentido crinio-caudal, na tentativa de se
encontrar malformagdes visiveis externamente. Foram considerados fetos vivos
aqueles que apresentaram movimentos das patas traseiras apds estimulos mecanicos

e sinais respiratorios.

2 . . . . .
O procedimento de eutandsia que antecedeu a cesariana foi realizado como recomendado

pelas normas de ética em experimentacdo animal adotadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). A acdo do CO, é rdpida e tem efeito letal por provocar depressio

do sistema nervoso central (Andrade, 2002).
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Os fetos mortos foram identificados pela auséncia de sinais respiratdrios e pela
presenca de cianose na face ou extremidades. Em seguida, todos os fetos vivos
foram pesados, numerados com caneta para marcacdo permanente e distribuidos
aleatoriamente para andlise de esqueleto (2/3 dos fetos de cada ninhada, fixados em
formol a 5%) e andlise visceral (1/3 dos fetos de cada ninhada, fixados em solugao

de Bouin).

Os sitios de implantagdo foram identificados pelo método descrito por
Salewski (Salewski, 1964), nos tuteros livres de seu contetdo. O ttero foi imerso em
solugdo de sulfeto de amonio a 10%, por 10 minutos. Em seguida, o ttero foi lavado
em agua corrente e mergulhado por mais 10 minutos em uma solucdo formada por
partes iguais de ferrocianeto de potéssio a 20% e éacido cloridrico a 1%. Os sitios de

implantacdo que aparecem como pontos escuros foram localizados e contabilizados.

O numero de reabsor¢des totais (tardias, intermedidrias e precoces) &
resultado do ndmero de sitios de implantagdes menos o nimero de fetos vivos. As
reabsor¢des tardias e intermedidrias podem ser detectadas a olho nu, enquanto que

as reabsorg¢des precoces s6 sdo identificadas pelo método de Salewski.

Com o auxilio de duas pincas curvas, os ovdrios de cada fémea foram
abertos. Os corpos ldteos gravidicos foram contados, apds a retirada dos ovdérios
direito e esquerdo. Considerou-se como corpos liteos gravidicos aqueles grandes e

amarelados, e, ndo-gravidicos, os pequenos, numerosos e avermelhados.

3.6 ANALISE VISCERAL

A andlise visceral foi realizada em 1/3 dos fetos de cada ninhada
fixados em solu¢do de Bouin, como descrito na técnica adaptada por Masson
(Langeron, 1934). A andlise de anomalias viscerais pela técnica de microdissecacao
compreendeu a avaliacdo da posic¢do, tamanho, forma e peso de 6rgaos como figado,

baco, coracdo, pulmao, timo, rins e outros (Sterz, 1977).
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Para este procedimento, o feto foi colocado em uma base de borracha ou
cortica e fixado com o auxilio de duas agulhas pela pele lateral do pescogo e

observado em estereomicroscépio (Olympus SZX12, Olympus Optical co LTD®).

Com auxilio de um bisturi (Lamina Cirurgica Med Blade® n.° 24), fez-se
um corte de forma triangular na regido abdominal de cada feto e com o auxilio de
uma pinca retirou-se a pele. A partir desta abertura, as visceras da cavidade
abdominal (rins, figado e bago) foram observadas quanto a posicdo, retiradas,
pesadas e analisadas. Apds, observou-se o diafragma — se intacto ou ndo. Em
seguida, foram feitos dois cortes laterais ao esterno, que possibilitaram a observacao
quanto a posi¢cdo, forma e tamanho das visceras da cavidade tordcica (pulmdes,
coracdo e timo). O palato foi analisado quanto a presenca de fendas ou
irregularidades. Sobre a cabeca foram realizados cortes longitudinais, um anterior
ao lébulo da orelha e outro posterior, onde foi possivel visualizar os ventriculos
laterais, terceiro e quarto, que foram analisados quanto a presenca de dilatacdo ou
forma irregular. O sexo foi determinado pela observacdo da distancia ano-genital,

sendo confirmado pela presenca de testiculos ou ttero.

Todos os dados foram registrados em protocolo préprio para a anélise visceral.
Além dos 6rgdos supracitados que foram retirados, pesados e analisados, outras
estruturas e 6rgaos, como e.g. genitais (testiculos e ttero), supra-renais, ureteres,

estdmago, auriculas e traquéia, foram igualmente examinados.

3.7 ANALISE ESQUELETICA

A analise esquelética foi realizada em 2/3 dos fetos de cada ninhada fixados
em formol a 5%, que foram clareados com hidréxido de potdssio a 10% e corados

com Alizarin Red S (Dawson, 1926), como descrito a seguir:

Os fetos foram eviscerados (processo de retirada das visceras)
cuidadosamente para ndo danificar o esqueleto, repassados para uma cuba

apropriada e colocados em solu¢do de éter etilico e etanol absoluto. Os fetos
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permaneceram por uma semana nesta solu¢ao e em seguida foram lavados em 4gua.
Para coloracdo do esqueleto e clareamento da pele, os fetos ficaram numa solucao
com Alizarin Red. S a 0,3% e Hidroxido de Potdssio (KOH a 10%), por
aproximadamente oito dias, sendo realizadas trocas a cada dois dias. Permaneceram
por mais dois dias em uma solucdo similar a anterior, porém reduzida, contendo
agua destilada, KOH a 10% e Alizarin Red S a 0,3%. Ap06s, foram lavados em 4gua,
e repassados para uma solugdo de dlcool benzilico, etanol e glicerol, onde foram
mantidos por 24 horas. Terminado o processo de coloracdo, os fetos foram

colocados em glicerina para posterior andlise.

Na andlise de esqueleto, os ossos foram avaliados no sentido cranio-caudal
em estereomicroscépio (Olympus SZX12, Olympus Optical co LTD®), quanto a
posi¢cdo, forma (malformacdo Ossea) e problemas de calcificacdo Ossea (retardo
0sseo), onde as anomalias encontradas foram classificadas segundo Wise e

colaboradores (Wise et al., 1997) e registradas em protocolo apropriado.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) foi usada para tratamento dos dados que se
ajustavam a uma curva normal. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Mann-Whitney foi usado para a andlise de dados ndo-paramétricos. Para a anélise de
propor¢des e percentagens, utilizou-se o teste do Qui-quadrado. Em todos os casos
as diferencas foram considerados estatisticamente significativas quando p<0,05. Os
calculos estatisticos foram realizados por meio do programa MINITAB® (MTB,

University of Pennsylvania, 1984).
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3.9 REAGENTES

Os seguintes reagentes foram utilizados neste estudo:

1) Beta-Ionona
Pureza: 97,3%

Lote: AARA 00192

2) Oleo de milho Mazola®

Procedéncia: Refinagdes de milho Brasil, Brasil.

3) Acido cloridrico fumegante - HC1

Lote: 1216036003

Merck

4) Ferrocianeto de potassio

Lote: A813384510

Merck

5) Sulfeto de amdnio

Lote: 737U617242

Vetec Quimica Fina Ltda.
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6) Formaldeido, P.A.

Lote: 011656

ISOFAR

7) Alcool benzilico

Lote: 931521

Vetec Quimica Fina Ltda.

8) Alcool etilico
Lote: 007029

Merck

9) Alizarin Red S
Lote: 121K2503

Sigma — Aldrich

10) Glicerina
Lote: 941452

Vetec Quimica Fina Ltda.

30



11) Hidréxido de potassio

Lote: 921575

Vetec Quimica Fina Ltda.

12) Eter dietilico
Lote: K31196021

Merck

3.10 PREPARO DE SOLUCOES

¢ Solugdo de Bouin

Formaldeido 100 ml
Agua destilada 300 ml
Acido acético glacial 20 ml
Acido picrico a saturacao

¢ Formol 5% em 4gua destilada
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4. RESULTADOS

41 TOXICIDADE MATERNA

A observacdo dos animais e os dados apresentados na Tabela 1 indicaram
que beta-ionona, na dose de 1000mg/kg de peso corpdreo/dia, causou discreta
toxicidade materna, evidenciada tanto pela reducdo do ganho de peso das maes
durante o periodo de tratamento, como pelo surgimento de alteracdes clinicas

comportamentais.
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Tabela 1: Ganho de peso materno de ratas tratadas com beta-ionona (0, 125, 250, 500 e 1000

mg/kg de peso corporal/ dia) do dia 6 ao 15 de gestacdo.

Tratamento Beta-ionona (mg/kg de peso corporal/dia)
0 125 250 500 1000

Fémeas Tratadas (N) 17 17 18 18 20
Fémeas Gravidas (N) 16 16 15 17 12
Fémeas Tratadas/Gravidas (%) 94 94 83 94 60“b¢
Peso Materno (g)

Dia 0 208,0+17,8 208,7+12,2 2079+17,9 201,6+174 212,5+16,9

Dia 21 3299 £25,6 336,8 + 22,6 331,7+40,3 331,8 £+30,2 321,5+36,3
Peso do Utero Gravidico (g 71,6 £13,7 759+16,2 72,6+23,1 76,8+156 68,2+23,6
Ganho de Peso Materno (g)

Dia0-6 21,5+9,0 30,1+ 7,8 28,9 £8,8 26,0+ 18,6 25,5+8,7

Dia6-11 132+146 183+12,0 132+11,5 160152 4,5+82%bed

Dia 6 -15 358+11,2 32, 7+159 31,8+89 349132 212+ 13,6“'["”"1

Dia15-21 64,7+10,5 653+£19,0 63,1+27,8 69,3 +13,8 62,3+243

Dia 0 - 21 1219+ 14,4 128,1 £22,0 123,8+344 130,2+25,6 109,0+329

Dia 0 -21 50,3 +£11,0 522+139 512+17,0 534+18,8 40,8+119

(menos o peso do titero)

Os dados sdo mostrados como média + desvio padrdo. Os pesos maternos no dia 0 e no dia 21, assim como o peso do
dtero gravidico, foram analisados pela andlise de varidncia de um critério (one-way ANOVA). Os valores relativos foram
analisados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney ou, no caso do percentual de fémeas
tratadas/gravidas, pelo teste do Qui-quadrado. Em todos as andlises, a diferenca foi considerada como estatisticamente
significativa quando p<0,05. As diferencas sdo indicadas como se segue: a # controle, b # 125mg beta-ionona/kg, ¢ #

250mg beta-ionona/kg, e d # 500mg beta-ionona/kg.
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A Tabela 1 mostra a evolugao ponderal das fémeas tratadas com beta-ionona
durante a gestacdo. Logo nos primeiros dias de tratamento, i.e. entre os dias de 6 e
11 de gestacdo, o ganho de peso das fémeas tratadas com a maior dose de beta-
ionona (4,5 + 8,2 g) foi cerca de 3 vezes menor (p=0,0248) que aquele observado no
grupo controle (13,2 + 14,6 g). Esta redu¢do permaneceu evidente durante todo o
tratamento (peso do dia 15 menos peso do dia 6, p=0,0066). No entanto, ao término
do periodo de tratamento, observa-se a recuperacdo das fémeas do grupo de
1000mg/kg de peso corpéreo/dia e, ao final da gestagdo, ndo hd mais diferenca
estatistica entre o peso médio das fémeas tratadas com beta-ionona (321,5 + 36,3 g)

e o grupo controle (329,9 + 25,6 g).

A toxicidade materna pode ser percebida também pelo aparecimento de
sinais de toxicidade (Tabela 2), tais como piloere¢do, vocalizacio e
cromodacriorréia, observados durante a gestacdo, exclusivamente nos grupos
tratados com as maiores doses de beta-ionona. Estes sinais foram observados a
partir do dia 7 de gestacdo nos animais tratados com a dose de 1000mg beta-
ionona/kg de peso corporal/dia, e a partir do dia 13, com freqii€ncia menor, nos

animais expostos a 500mg beta-ionona/kg de peso corporal/dia.
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Tabela 2: Sinais de toxicidade notados nas fémeas tratadas com beta-ionona .

Beta-ionona (mg/kg de peso corporal/dia)

0 125 250 500 1000
No de fémeas tratadas 17 17 18 18 20
No de fémeas gravidas 16 16 15 17 12
No de fémeas com sinais de toxicidade:
Piloerecéo 0 0 0 0 10/6
Vocalizagdo 0 0 0 4/2
Hiperatividade 0 0 0 0 171
Cromodacriorréia 0 0 0 4/4 /3
Epistaxis 0 0 0 0 0
Hipoatividade 0 0 0 1/1 1/0
Lacrimejamento 0 0 0 0 11
Queda de pélos 0 0 0 0 171
Letargia * 0 0 0 0 171

No de fémeas tratadas com sinais de toxicidade/No de fémeas gravidas com sinais de toxicidade.
*Letargia: medida através da resposta a estimulo externo.
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4.2 EMBRIOTOXICIDADE

4.2.1 EMBRIOLETALIDADE

O nimero médio de corpos liteos gravidicos por ninhada nao diferiu entre os
grupos experimentais (Tabela 3). A auséncia de alteragdes desta varidvel € um
resultado até certo ponto previsivel, porque o tratamento com beta-ionona teve

inicio 6 dias apo6s o fecundacao.

Ja na andlise da razdo entre fémeas tratadas e fémeas gravidas, observou-se
uma reducdo significativa na dose de 1000mg de beta-ionona/kg de peso
corpéreo/dia, como pode ser visto na Tabela 1. Enquanto no grupo controle, 94%
das fémeas tratadas entre os dia 6 e dia 15 de gestacdo, foram consideradas
“gravidas” (i.e. comprovacdo da gestacdo através da presenga de fetos ou, na
auséncia de fetos, pela deteccao de pontos de implantagdo pelo método de Salewski
no dia da cesdrea), no grupo que recebeu a maior dose de beta-ionona, este
percentual foi de apenas 60%. A explicacdo mais plausivel para este achado, é a
possibilidade de ter havido perdas muito precoces, ocorridas no momento da
implantacdo ou logo apds esta ter tido inicio® e que coincidiram com o inicio do
tratamento com beta-ionona (dia 6 de gestacdo). Como estas perdas ocorreram no
momento inicial da implantacdo, elas fogem a regra de deteccdo das demais
reabsor¢des, que sao a priori detectadas a olho nu (no caso das reabsorcdes tardias e
intermedidrias) e/ou pelo método de Salewski (no caso das reabsor¢des precoces em
que ha sitio de implantagdo mas n@o ha sinal de feto vivo ou morto). Sendo assim,
este resultado sugere o aumento de perdas pré- e/ou peri-implantacdo, i.e. causadas
por volta do dia 6 de gestagcdo, logo no primeiro momento do tratamento com beta-

ionona.

3 . ~ . , .
Segundo Leone (1977), a implantag@o do blastocisto no ttero da rata ocorre, aproximadamente, 6

dias apés a fertilizag@o e ainda estd em curso ente os dias 6 e 8 de gravidez.
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Como ndo observamos diferenca quer do nimero médio de implantagdes por
ninhada, quer do nimero médio de fetos vivos por ninhada, entre o grupo controle e
os demais grupos experimentais (Tabela 3), pode-se dizer que as perdas pré-/peri-
implantacdo induzidas pela beta-ionona tenderam a um efeito do tipo “tudo-ou-
nada”, i.e. em ninhadas mais suscetiveis a beta-ionona levou a morte de toda a
prole, porém no caso das 12 ninhadas remanescentes pertencentes ao grupo de
1000mg/kg peso corpéreo, ndo se observou aumento do nimero médio de

reabsor¢des por ninhada (controle: 1,00 + 0,82 versus beta-ionona: 2,08 + 3,29).

No entanto, vale ressaltar que apesar da exposi¢ao pré-natal a beta-ionona nao
ter induzido reducdo do nimero médio de fetos vivos por ninhada (controle: 10,8 +
2,4 versus beta-ionona: 10,0 + 3,4), quando analisamos o valor percentual de
reabsor¢des em relacdo ao nimero de implantagdes [reabsor¢cdes/implantacdo (%)],
encontramos para o grupo tratado com a maior dose de beta-ionona (17,2%) um
valor cerca de duas vezes maior do que aquele observado no grupo controle (8,4%)

— (Tabela 3).

Podemos dizer, portanto, que tanto a diminui¢do na proporcdao de fémeas
tratadas/gravidas, quanto o aumento da propor¢ao de reabsor¢des por implantagdes
indicaram que o tratamento com beta-ionona durante a gestagdo causou morte

embriondria a partir da dose de 1000 mg de beta-ionona/kg de peso corpéreo/dia.

37



Tabela 3: Parametros avaliados durante a cesariana de ratas tratadas com beta-ionona (0, 125,

250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal/ dia) do dia 6 ao dia 15 de gestagdo.

Tratamento Beta-ionona (mg/kg de peso corporal/dia)
0 125 250 500 1000

N° de Ninhadas 16 16 14 % 17 12

N° Total de Fetos 173 182 160 191 120

Fémeas (%)
Machos (%)

Fémeas / Machos

Corpo Liiteo

Total

Por Ninhada
Sitios de Implantacio

Total

Por Ninhada
Reabsorc¢oes

Total

Por implantagéo (%)
Por Ninhada

Fetos Vivos
Total
Por implantagdo (%)
Por Ninhada

Peso Fetal
Individual

Meédia por Ninhada

98 (56,65) 101 (54,50) 75 (46,88)  97(50,78) 49 (40,83)
75(43,35)  81(44,50)  85(53,12)  94(49,22)  71(59,17)
131 1,25 0,88 1,03 069"

205 205 189 218 143
12,81 £1,83 12,81 +£2,43 12,60+1,99 12,82+2,19 11,92+1,83

189 200 172 213 145
11,819 12,5+20 11,5+34 125+19 12,12 2,0

16 18 12 22 o5 Gbied

8,4 9,0 6,9 10,3 17,2
1,00 £0,82 1,13 +£+1,20 0,80 £0,94 1,29 £2,11 2,08 £3,29

173 182 160 191 120
91,5 91,0 92,5 89,7 82,8
10,8 £+ 24 114 +25 10,7 +£34 11,2 £23 10,0 = 34

+

5,1+£03 52+ 04 52+ 04 53 %03 53+ 03
52+ 0,2 51+03 53+ 03 53 +£03 53+ 0,2

Valores sdo média + desvio padrdo .

Os valores percentuais foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo teste U de Mann-Whitney, ou por Qui-quadrado. Outros pardmetros foram avaliados pela andlise de
variancia de um critério (ANOVA), seguido pelo teste t de Students. Em todos as andlises, a diferenca foi
considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. As letras indicam as diferencas encontradas
como segue: a # controle, b # 125mg beta-ionona/kg, ¢ # 250mg beta-ionona/kg, e d # 500mg beta-ionona/kg.

¥ :Uma mie deu 2 luz, por parto espontianeo, um feto morto no dia 21 de gestagao
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4.2.2 CRESCIMENTO INTRA-UTERINO

Nao foram encontrados indicios de retardo do crescimento pré-natal (intra-
uterino) em conseqiiéncia ao tratamento com beta-ionona, como pode ser constatado
pela anélise do peso do ttero gravidico (Tabela 1), pelos pesos médios dos fetos no

dia da cesdrea (Tabela 3) e pela andlise de sinais de retardo de ossificacdo.

Na andlise de ganho médio de peso corporal dos fetos pode-se utilizar a
ninhada como unidade estatistica, ou alternativamente, o peso individual de cada
feto. Este ultimo procedimento estatistico tende a superestimar o efeito, devido ao
grande numero de animais avaliados, e tem um significado bioldgico questiondvel.
No entanto, no presente estudo, mesmo quando a andlise foi realizada com o peso
individual do feto por grupo experimental, o peso médio dos fetos a termo nao

diferiu entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 3).

A andlise de sinais de retardo de ossificacdo revelou que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos quanto a ocorréncia de fetos com o0ssos
pobremente calcificados, ossos ndo calcificados ou ossos esponjosos. Estes

resultados indicam que a beta-ionona ndo atrasou o desenvolvimento esquelético.

A Tabela 4 mostra os pesos dos 6rgdos (fixados) dos fetos expostos in utero
a beta-ionona. Embora tenha ocorrido reducao do peso relativo de érgdos como rins,
baco e figado em animais expostos a beta-ionona, esta alteracdo nao se mostrou
dose-relacionada. Uma tnica excegdo foi a reducdo do peso relativo do coracao, que

ocorreu a partir do nivel de dose de 500mg beta-ionona/kg de peso corpdreo.
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Tabela 4: Peso dos 6rgaos (fixados) de fetos tratados com beta-ionona do dia 6 ao dia 15 de

gestacao.

Tratamento Beta-ionona (mg/kg de peso corporal/dia)
0 125 250 500 1000

N° de Ninhadas 16 16 14 17 12
N° Total de Fetos 55 57 49 60 35
Peso Fetal (g) 5215+0,189 5,177 +£0,323 5,295 + 0,399 5,437 +0,258 5,542 + 0,107
Rim Esquerdo (g) 0,012 + 0,001 0,012 + 0,001 0,011 + 0,001 0,011 + 0,001 0,012 + 0,001
% rim esquerdo 0,230 0,025 0,224 0,019 0211 +0,019"  0202+0,022*"  0214%0,016
Rim Direito (g) 0,013 0,001 0,012 + 0,001 0,012 + 0,002 0,012 + 0,001 0,013 0,001
% rim direito 0,243 + 0,022 0,238 +0,017 0,228 + 0,022 0,224 £ 0,020 0,233 £0,021
Baco (g) 0,006 + 0,001 0,005+0,001“  0,005+0,001“  0,005+0,001“ 0,006 +0,001"
% bago 0,109+0,019  0,091+0,011“ 0,091 +0,018°  0,092+0,017°  0,100+0,017
Figado (g) 0461 £0,029  0421+0,033“  0426+0,046°  0450+0,049" 0,473 £ 0,026
% figado 8,840 0,331 8,148 +0,605°  8,057+0,727°  8279+0,628" 8554 +0,545
Timo (g) 0,008 + 0,001 0,007 + 0,001 0,007 + 0,001 0,007 £ 0,001 0,007 + 0,001
% timo 0,145 0,015 0,133 +0,016 0,134 0,014 0,131 £0,015 0,133 £0,019
Pulmio (g) 0,137 + 0,015 0,129 +0,016 0,157 +0,030“" 0,148 +0,027" 0,142 +0,016
% pulmdo 2,632 +0,271 2,507 + 0,362 2,955+0,516 2,723 £ 0,465 2,569 + 0,277
Coragio (g) 0,031 + 0,002 0,029 + 0,002 0,030 + 0,003 0,030 + 0,002 0,030 + 0,002
% coragdo 0,590 + 0,030 0,568 + 0,034 0,576 £0,065  0,549%0,042° 0,547 0,044°

Os valores sdo média * desvio padrdo. % = Peso Relativo dos érgéos (peso absoluto do érgdo (x 100)/ peso fetal); (g) =
Peso Absoluto dos Orgios. Para a andlise dos pesos relativos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste U
de Mann-Whitney, e para os valores absolutos foi realizado ANOVA seguido de teste t de Student. Em todos os casos, a
diferenca foi considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. As letras indicam as diferengas encontradas
como segue: a # controle, b # 125mg beta-ionona’/kg, ¢ # 250mg beta-ionona/kg, e d # 500mg beta-ionona/kg. Em toda a
andlise utilizou-se a ninhada como unidade de medida.
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4.2.3 RAZAO ENTRE FETOS FEMEAS E MACHOS

Na dose de 1000mg de beta-ionona/kg, o valor da razdo entre o nimero de
fetos fémeas e machos foi praticamente a metade daquela observada no grupo
controle (i.e. 0,69 e 1,31; respectivamente), sugerindo que as fémeas foram mais

sucetiveis aos efeitos embrioletais a beta-ionona (Tabela 3).

424  ALTERACOES MORFOLOGICAS

4.2.4.1 Alteracoes Visiveis Externamente

As alteragdes visiveis externamente foram registradas no momento da cesdrea,
ocasidao em que o feto é examinado minuciosamente. Esta andlise é realizada na
direcdo cranio-caudal e inclui o registro de reflexos primitivos (como e.g. retracao
das patas traseira frente a estimulo) e a observacdo quanto a ocorréncia de
hematomas, edema, abertura ocular, protusdo de lingua, insercao da orelha, entre
outros. A beta-ionona nao induziu alteracdes visiveis externamente, em nenhum dos

niveis de dose estudados.
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4.2.4.2  Alteracoes Viscerais

Na Tabela 5 podemos observar a ocorréncia de anomalias viscerais em
ninhadas de ratos Wistar expostos in utero a beta-ionona. Alteracdes na forma,
dilatacdo ou auséncia de 6rgdos como testiculo (Figura 9), epididimo (Figura 10),
utero, timo, glandula adrenal (Figuras 11 e 12), ureter, figado (Figura 13) e coracdo
foram alguns dos achados observados ocasionalmente nos animais do grupo
controle e nos demais grupos experimentais. Nao foi notado qualquer aumento
consistente da incidéncia de anomalias viscerais causado pela exposi¢ao pré-natal a

beta-ionona.

Dentre as malformacdes viscerais encontradas com maior freqiiéncia nos
grupos expostos a beta-ionona (Tabela 5) podemos citar: /. aumento da incidéncia
de fetos com Iébulo extra no figado (Figura 6), 2. discreto aumento da freqiiéncia de
fetos com forma irregular do 16bulo medial esquerdo do figado (Figura 7), 3.
aumento da ocorréncia de fetos apresentando cisto em um dos rins (Figura 15), 4.
discreto aumento na freqiiéncia de fetos com ureter dilatado ou tortuoso, (Figura
16), 5. aumento da incidéncia de fetos com Iébulo extra no pulmao (Figura 8) e, por
fim, 6. pequeno aumento na incidéncia de fetos apresentando alteracdes cardiacas,
do tipo dilatagdo dos ventriculo esquerdo e direito. Das alteracdes descritas acima
somente as de namero /, 3 e 5 estavam aumentadas nas doses mais altas de beta-

ionona sugerindo que o efeito é dose-relacionado.
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Tabela S: Ocorréncia de anomalias viscerais em fetos de ratas tratadas por via oral com
beta-ionona (0, 125, 250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal/dia) do dia 6 ao dia 15 de

gestacdo.
Tratamento Beta-ionona (mg/kg de peso corpdreo/dia)

0 125 250 500 1000
Fetos examinados (ninhada) 55 (16) 57 (16) 49 (14) 60 (17) 35(11)
Fémeas examinadas (%) 30 (54,54) 34 (59,65) 21 (42,86) 32 (53,33) 13 (37,14)
Machos examinados (%) 25 (45,45) 23 (40,35) 28 (57,14) 28 (46,66) 22 (62,86)
TESTICULO
Esquerdo
Ausente 1 0 0 0 0
EPIDIDIMO
Forma Irregular 0 1 0 0 0
UTERO
Corno Direito
Menor 1 0 0 0 1
Maior 0 0 0 1 0
Forma Irregular 0 2 0 0 0
Corno Esquerdo
Menor 0 1 0 0 0
Dilatado 0 1 0 1 0
Forma Irregular 0 1 0 0 0
Corno Direito e Esquerdo
Dilatado 0 2 0 3 0
Forma Irregular 1 1 0 0 0
FIGADO
Lébulo Extra (%) 19(34,5) 25(43,9) 29(59,2) * 24(40,0)¢ 24(68,6) "
Hepatomegalia 0 0 0 1 0
Loébulo Medial Esquerdo
Forma Irregular (%) 2 (3,6) 9(15,8)" 4(8,2) 3(5,0) 4(1,4)
Lobulo Posterior Direito
Fissuras 0 1 0 0 1
TIMO
Forma Irregular (%) 0(0) 7(12,3) % 2 (4,1) 2(3.3) 00"
RIM
Direito
Forma Irregular 1 0 0 0 0
Cisto (%) 0(0) 5(88)" 6(123)°* 7(11,1H* 3(8,6)"
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[continuagdo da Tabela 5]

GLANDULA ADRENAL
Esquerdo

Posicao Irregular
Maior

URETER
Direito

Dilatado (%)
Tortuoso

Esquerdo

Dilatado (%)
Tortuoso (%)
Menor

Direito e Esquerdo
Dilatado (%)
Tortuoso (%)

PULMAO

Loébulo Extra (%)
Forma Irregular
Loébulos com Fissuras (%)

CORACAO

Forma Irregular
Auriculas com Aspecto Esponjoso
Ventriculo Direito

Dilatado
Ventriculo Direito e Esquerdo
Dilatado (%)

CEREBRO

Ventriculos Laterais Direito e
Esquerdo

Dilatados

Ventriculo Lateral Direito
Dilatado

Ventriculo Lateral Esquerdo
Forma Irregular

IV Ventriculo
Dilatado

0(0)

2(3.,6)
3(5.5)

0(0)
0(0)

50,1

0(0)

[

0(0)

0

3(5,3)

7(12,3)
11(19,3)?
0

0(0)
0(0)

24 (42,1)
0
3(5,3)

4(7,00*

1

1(2,0)

5(10,2)
7(14,3)
0

5(10,2) P
4(8,2)

21(42,9)°
0
3(6,1)

10(20,4)*"

0

3(5,0)

4(6,7)
5(8.3)

3(5,0)
1(1,7)

15(25,0)*"*
0
1(1,7)

5(8,3)°

0

2(5,7)

3(8,6)
3(8,6)

1 (2,9
1(2,9)

15 (42,9)
2
3(8,6)

0(0) ¢

0

a

Valores: No de fetos malformados (% de fetos malformados). As percentagens foram avaliadas pelo Teste de qui-
quadrado ou, alternativamente, pelo Teste de Fisher. Em todos os casos, a diferenca foi considerada como
estatisticamente significativa quando p<0,05. As letras indicam as diferengas encontradas como segue: a # controle, b
# 125mg beta-ionona/kg, ¢ # 250mg beta-ionona/kg, e d # 500mg beta-ionona/kg.
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4.2.4.3 Alteracdes Osseas

A Tabela 6 ilustra a ocorréncia de malformagdes do esqueleto em fetos

expostos a beta-ionona do dia 6 ao dia 15 de gestacao.

Foi possivel observar que muitas das anomalias estruturais encontradas nos
grupos tratados com beta-ionona ocorreram também (e com freqiiéncias
equivalentes) no grupo controle. Isto indica que hd uma tendéncia ao aparecimento
espontdneo destas alteracdes na linhagem de ratos utilizada neste estudo. E
importante ressaltar, que o significado destes achados tem pouca relevancia em
termos de um possivel efeito embriotdxico ou teratogénico da beta-ionona. Porém,
como foram encontradas com freqii€ncia relativamente alta em todos os grupos

experimentais, as alteracdes serdo descritas a seguir:

CRANIO:

= Osso Supraoccipital (forma irregular: controle = 10,17%; 125mgBl/kg
14,4%; 250mgBl/kg = 8,11% ; 500mgBl/kg = 8,40% e 1000mgBl/kg

15,29%) Figura 18;

= Osso Basisfendide (Bifurcagdo: controle = 0%; 125mgBi/kg = 0,80%;
250mgBl/kg = 0%; 500mgBl/kg = 0,76% e 1000mgBl/kg = 5,88%); (forma
irregular: controle = 8,47%; 125mgBl/kg = 12,00%; 250mgBl/kg = 18,92%;
500mgBl/kg = 0% e 1000mgBl/kg = 12,94%) Figura 17;

PATA DIANTEIRA:

* Processo Deltéide (Forma Irregular, lado direito e esquerdo: controle = 0%;
125mgBl/kg = 3,20%; 250mgBl/kg = 3,60%; 500mgBl/kg = 4,58% e
1000mgBl/kg = 3,53%); (Forma Irregular, lado direito: controle = 5,08%;
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125mgBl/kg = 9,60%; 250mgBl/kg = 4,50%; 500mgBl/kg = 1,53 e
1000mgBl/kg = 5,88%); (Forma Irregular, lado esquerdo: controle = 4,24%;
125mgBl/kg = 3,20%; 250mgBl/kg = 8,11%; 500mgBl’lkg = 0% e
1000mgBl/kg = 2,35%)

ESTERNO:

= Esterno (Esternebras ndo-alinhadas: controle = 14,41%; 125mgBl/kg
12,8%; 250mgBl/kg = 23,42%; 500mgBl/kg = 16,79% e 1000mgBl/kg

25,88%), Figura 20;

COLUNA:

= Axis (Forma Irregular, lado direito e esquerdo: controle = 8,47%;
125mgBl/kg = 28,0%; 250mgBl/kg = 12,61%; 500mgBl/kg = 25,19 e
1000mgBl/kg = 18,82%);

= (Caudal (Ponta de Cauda Curvada: controle = 5,93%; 125mgBl/kg =
12,00%; 250mgBl/kg = 0%; 500mgBI/kg = 3,05 e 1000mgBl/kg = 11,76%)

COSTELAS:

= Costela (Curtas, lado direito e esquerdo: controle = 2,54%; 125mgBl/kg =
6,40%; 250mgBl/kg = 4,50%; 500mgBl/kg = 7,63 e 1000mgBl/kg =
4,71%); (Extra na coluna cervical, lado esquerdo: controle = 0%;
125mgBl/kg = 2,40%; 250mgBl/kg = 1,80%; 500mgBl/kg = 2,29 e
1000mgBl/kg = 4,71%), Figura 19. (Extra na coluna cervical, lado direito:
controle = 0%; 125mgBl/kg = 0%; 250mgBl/kg = 3,60%; 500mgBl/kg =
0,76% e 1000mgBl/kg = 1,18%).
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PATA TRASEIRA:

=  2° Dedo (Posicao Irregular, lado esquerdo: controle = 1,69%; 125mgBl/kg =
1,60%; 250mgBl/kg = 0%; 500mgBl/kg = 0,76% e 1000mgBl/kg = 3,53%);

= 1° Metatarso (Menor, lado direito e esquerdo: controle = 3,39%;
125mgBl/kg = 2,54%; 250mgBl/kg = 0%; 500mgBl/kg = 0 e 1000mgBI/kg
=10,59%)

AlteracOes como forma irregular do basisfendide, forma irregular do processo
deltoide, esternebras ndo-alinhadas e forma irregular do axis ocorreram com maior
freqiiéncia no grupo tratado com a maior dose de beta-ionona, quando este grupo é

comparado ao grupo controle.

Outras alteragdes estruturais importantes como escdpula tortuosa, costelas
tortuosas e polidactilia (Figura 21, 22 e 23, respectivamente) foram encontradas no
grupo que recebeu a maior dose de beta-ionona, mas ocorreram com freqii€éncia

muita baixa (1,18%).
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Tabela 6: Malformagdes esqueléticas encontradas em fetos de ratos tratados com Beta-
Ionona (0, 125, 250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal/dia) do dia 6 ao dia 15 de gestacgao.

Tratamento Beta-ionona (mg/kg de peso corpdreo/dia)

Controle 0 125 250 500 1000

Historico
Total de fémeas 17 17 18 18 20
Tratadas
Total de fémeas 148 16 16 15 17 12
Gravidas
Total de fetos 1.288 118 125 111 131 85
Analisados
CRANIO
PARIETAL
Direito
Centro de Ossificagdo 4 (0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8,33 (1,18)
Adicional
INTERPARIETAL
Centro de Ossificacdo 7 (0,54) 6,25 (0,85) 18,75 (2,40) 13,33 (1,80) 0(0) 0(0)
Adicional
SUPRAOCCIPITAL
Forma Irregular 34 (2,64) 56,25 (10,17) 62,50 (14,40) 46,67 (8,11) 35,29 (8,40) 66,67 (15,29)
ESCAMOSO
Direito e Esquerdo
Forma Irregular 8 (0,62) 25,00 (4,24) 18,75 (3,20) 13,33 (1,80) 17,65 (2,29) 16,67 (3,53)
Direito
Forma Irregular 27 (2,10) 43,75 (5,93) 50,00 (8,00) 53,33 (10,81) 47,05 (9,16) 41,67 (10,59)
Esquerdo
Forma Irregular 35(2,72) 50,00 (6,78) 56,25 (10,40) 53,33 (8,11) 29,41 (6,87) 25,00 (3,53)
BASISFENOIDE
Bifurcagio 17 (1,32) 0(0) 6,25 (0,80) 0(0) 5,89 (0,76) 16,67 (5,88)"¢
Forma Irregular 37 (2,87) 50,00 (8,47) 56,25 (12,00)* 60,00 (18,92)* 0 (0)*b¢ 41,67 (12,94)¢
Centro de Ossificagéo 1 (0,08) 0(0) 0(0) 6,67 (0,90) 0(0) 0 (0)
Adicional
PATA DIANTEIRA
Direito
Posigéo Irregular 5(0,39) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8,33 (1,18)
Esquerdo
Posigéo Irregular 2(0,16) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8,33 (1,18)
ESCAPULA
Direito e Esquerdo
Tortuosa 1 (0,08) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8,33 (1,18)
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[continuagdo Tabela 6]

PROCESSO DELTOIDE
Direito e Esquerdo
Forma Irregular 34 (2,64) 0(0)
Direito

Forma Irregular 22 (1,71) 31,25 (5,08)
Esquerdo
Forma Irregular

16 (1,24) 18,75 (4,24)

25,00 (3,20)"

37,50 (9,60)

18,75 (3,20)

20,00 (3,60)*

26,67 (4,50)

40,00 (8,11)

23,52 (4,58)"
11,77 (1,53)°

O (O) a,b,c

16,67 (3,53)*

25,00 (5,88)

16,67 (2,35)

DEDO
(Todos os dedos)
Direito

Posigédo Irregular 2 (0,16) 00
Esquerdo
Posigédo Irregular 1 (0,08) 0(0)
2° Dedo

Direito e Esquerdo
Posicao Irregular 00 0(0)
Direito

Posicao Irregular 2 (0,16) 00
Esquerdo
Posicao Irregular 1 (0,08) 0(0)
5° Dedo

Direito e Esquerdo
Posigdo Irregular 0 (0) 0(0)
Direito

Posigédo Irregular 2(0,16) 0(0)
Esquerdo
Posicao Irregular

1(0,08) 12,50 (1,69)

6,25 (0,80)

12,5 (1,60)

0(0)

00

12,5 (1,60)

0(0)

0(0)

6,25 (0,80)

0(0)

0(0)

0(0)

0 ()

13,33 (1,80)

0(0)

6,67 (0,90)

6,67 (0,90)

0(0)

0(0)

0(0)

5,89 (0,76)

0(0)

0(0)

5,89 (0,76)

5,89 (0,76)

0(0)

0(0)

8,33 (1,18)

8,33 (2,35)

0(0)

8,33 (1,18)

0(0)

0(0)

ESTERNO

ESTERNEBRAS
4* Esternebra
Duas ossificagoes
Centrais

5% Esternebra
Duas ossifica¢des
Centrais

1 (0,08) 0(0)

4(0,31) 0(0)

Esternebras
nao-alinhadas

66 (5,12) 68,75 (14,41)

6,25 (0,80)

6,25 (0,80)

68,75 (12,80)

0(0)

00

86,67 (23,42)“°

0(0)

00

76,47 (16,79)

0(0)

0(0)

75,00 (25,88) “°

COLUNA

AXIS

Direito e Esquerdo

Forma Irregular 4(0,31) 37,50 (8,47)

Direito
Forma Irregular

00 56,25 (10,17)

81,25 (28,00)*

75,00 (11,20)

60,00 (12,61)°

53,33 (9,91)

58,82(25,19)*¢

41,17 (7,63)

66,67 (18,82)"

41,67 (8,24)
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[continuagdo Tabela 6]

Esquerdo
Forma Irregular

9 (0,70)

75,00 (17,80)

75,00 (20,00)

80,00 (24,32)

94,12 (26,72)

91,67 (22,35)

TORACICA

Afetado uma ou

duas vezes
Ossificacdo Central no
Inicio de fechamento
Dumb-bell

Ossificagéo Central
Dividida

Ventral (canal)
Afetado uma ou

duas vezes
Ossificacdo Central no
Inicio de fechamento
Afetado trés ou um
pouco mais
Ossificagdo Central no
Inicio de fechamento

1(0,08)
5(0,39)

2 (0,16)

12 (0,93)

0(0)

0(0)

0(0)
0(0)

0

0(0)

31,25 (4,00)

6,25 (1,60)
0(0)

18,75 (4,00)

6,25 (0,80)

20,00 (2,70)

0(0)
0(0)

00

0(0)

17,65 (3,82)

11,77 (1,53)
0(0)

0

0(0)

0(0)

0(0)
8,33 (1,18)

00

0(0)

LOMBAR

Ventral

Afetado uma ou
duas vezes
Ossificacdo Central no
Inicio de fechamento
Ossificagéo Central
dividida-assimétrica
Lateral Esquerdo
Centro de Ossificacdo
Adicional

CAUDAL

Cauda Encrespada

Ponta de Cauda
Curvada

0(0)

0(0)

0(0)

4(0,31)
10 (0,78)

0(0)

0(0)

6,25 (0,85)

56,25 (9,32)
37,50 (5,93)

0(0)

0(0)

0(0)

50,00 (6,40)
75,00 (12,00)

6,67 (0,90)

6,67 (0,90)

0(0)

13,33 (3,60)
0 (0) ab

00

0(0)

0(0)

29,41 (4,58)
11,77 (3,05)"°

0(0)

0(0)

0(0)

33,33 (7,06)
58,33 (11,76) ¢

COSTELA

Direito e Esquerdo
Afetado Trés vezes
ou mais vezes
Curto

Esquerdo

Afetado uma ou
duas vezes
Tortuosas

Direito

Afetado uma ou
duas vezes
Tortuosas

Direito e Esquerdo

Costela Extra na
Cervical

43 (3,34)

0 ()

0(0)

7(0,54)

12,50 (2,54)

0 ()

00

6,25 (0,85)

37,50 (6,40)

0(0)

0 ()

0(0)

13,33 (4,50)

00

0(0)

0(0)

41,17 (7,63)*

0 (0)

0(0)

0(0)

16,67 (4,71)

8,33 (1,18)

8,33 (1,18)

8,33 (1,18)
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Direito

Costela Extra na
Lombar

Costela Extra na
Cervical
Esquerdo
Costela Extra na
Lombar

Costela Extra na
Cervical

Totalmente Afetado

Tortuosas

1(0,08)

6 (0,47)

1(0,08)

5(0,39)

0(0)

0(0)

0(0)

6,25 (0,85)

0(0)

0(0)

12,50 (1,60)

0(0)

12,50 (1,60)

6,25 (2,40)

0(0)

6,67 (0,90)

13,33 (3,60)“°

6,67 (0,90)

13,33 (1,80)

0(0)

5,89 (0,76)

5,89 (0,76)

5,89 (0,76)

17,65 (2,29)

0(0)

0(0)

8,33 (1,18)

16,67 (3,53)

25,00 (4,71)*

8,33 (1,18)

PATA TRASEIRA

Esquerdo
Posicao Irregular
Direito

Posicao Irregular
Polidactilia

PUBIS
Direito
Ausente

0(0)

1 (0,08)
0(0)

0(0)

12,50 (1,69)

00
0(0)

6,25 (0,85)

0(0)

6,25 (0,80)
0(0)

0(0)

0(0)

6,67 (0,90)
0(0)

0(0)

0(0)

5,89 (0,76)
0(0)

0(0)

0(0)

8,33 (1,18)
8,33 (1,18)

0(0)

DEDOS

(Todos os dedos)
Direito

Posicao Irregular
Esquerdo
Posigdo Irregular

1° Dedo
Esquerdo
Posigédo Irregular

2° Dedo

Direito e Esquerdo

Posicao Irregular
Direito

Posicao Irregular
Esquerdo
Posicédo Irregular

3° Dedo

Direito

Posigédo Irregular
Esquerdo
Posicao Irregular

4° Dedo

1 (0,08)

0(0)

0(0)

0(0)

1 (0,08)

0(0)

0(0)

1 (0,08)

00

0(0)

6,25 (0,85)

0(0)

12,50 (1,69)

12,50 (1,69)

12,50 (1,69)

6,25 (0,85)

0(0)

0(0)

6,25 (0,80)

0(0)

12,50 (1,60)

12,50 (1,60)

0(0)

6,25 (0,80)

6,67 (0,90)

6,67 (0,90)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

00

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

5,89 (0,76)

0(0)

0 ()

0(0)

8,33 (1,18)

8,33 (1,18)

8,33 (1,18)

0(0)

16,67 (3,53) ¢

0(0)

8,33 (1,18)
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Esquerdo

Posicdo Irregular 4(0,31) 18,75 (3,39) 12,5 (1,60) 0" 00" 16,67 (2,35)
Direito

Posigédo Irregular 1 (0,08) 0(0) 6,25 (0,80) 0(0) 0(0) 8,33 (1,18)

5° Dedo
Esquerdo
Posi¢do Irregular 0 (0) 6,25 (0,85) 6,25 (0,80) 0 (0) 0 (0) 16,67 (2,35)

METATARSO

1° Metatarso

Direito e Esquerdo

Menor 5(0,39) 18,75 (3,39) 18,75 (2,54) 0(0) 0(0) 33,33(10,59)"¢

FALANGE

1° Falange Distal

Direito

Posicdo Irregular 0(0) 0(0) 0(0) 6,67 (0,90) 0(0) 0(0)

2° Falange Distal
Esquerdo
Posi¢do Irregular 0 (0) 0 (0) 0 (0) 6,67 (0,90) 5,89 (0,76) 0 (0)

3° Falange Distal

Esquerdo

Posigdo Irregular 1 (0,08) 6,25 (0,85) 0(0) 6,67 (0,90) 5,89 (0,76) 00
Direito

Posigédo Irregular 0(0) 0(0) 6,25 (0,80) 0(0) 00 0(0)

4° Falange Distal

Direito

Posi¢do Irregular 0 (0) 0 (0) 12,50 (1,60) 6,67 (0,90) 0 (0) 0 (0)
Esquerdo

Posi¢do Irregular 0 (0) 0 (0) 0 (0) 6,67 (0,90) 0 (0) 0 (0)

5° Falange Distal

Direito

Posigdo Irregular 0(0) 0(0) 6,25 (0,80) 0(0) 00 0(0)
Esquerdo

Posigdo Irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5,89 (0,76) 00

Os valores sdo: % de ninhadas (% de fetos). As percentagens foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado ou,
alternativamente, pelo teste de Fisher (ninhada como unidade de medida). Em todos os casos, a diferenca foi considerada como
estatisticamente significativa quando p<0,05. As letras indicam as diferengas encontradas como segue: a # controle, b # 125mg
beta-ionona/kg, ¢ # 250mg beta-ionona/kg, e d # 500mg beta-ionona/kg.

52



Fotos de alteracoes viscerais observadas em fetos de ratas controles e tratadas com

beta-ionona no periodo da organogénese

Figura 6 — Figado Normal e Figado com Lébulo Extra

Figura 7 - Forma Irregular do Lébulo Medial Esquerdo do Figado
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Figura 9 - Auséncia do Testiculo Esquerdo

Figura 11 - Posi¢ao Irregular da Glandula Adrenal (1)

Gl. Adrenal localizada Gl. Adrenal com posi¢ao
atras do rim -retrorenal normal-suprarenal
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Figura 12 - Posi¢do Irregular da Glandula Adrenal (2)

normal da Gl.
al-Suprarenal

p——

/f
&

( Posi¢ao Irregular
da Gl. Adrenal
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Figura 15 - Cisto Proximo ao Rim Direito
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Fotos de alteracdes dsseas observadas em fetos de ratas controles e tratadas com beta-

ionona no periodo da organogénese

Figura 17 - Osso Basisfendide com Forma Irregular

Normal

Figura 18 - Osso Supraoccipital com Forma Irregular

Forma Irregular

[ 8

Normal

Figura 19 - Costela Adicional Rudimentar na Coluna Cervical

Normal
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Normal

Figura 20 — Esternebras ndo-alinhadas

Esternebras
nao-alinhadas
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Figura 23 - Polidactilia

» (Detalhe em maior aumento)

59



5. DISCUSSAO

5.1 Toxicidade Materna

Para avaliar o efeito téxico de um determinado agente quimico durante a
gestacdo, € preciso levar em conta que a toxicocinética pode ser modificada por essa
condic¢do fisioldgica que envolve ndo somente 0 organismo materno € sim uma nova
unidade denominada unidade “materno-placentdria-fetal” (Lemonica, 2003). Em
virtude disto, vérios estudos mostram que a manuten¢do da homeostasia, ou seja, da
constancia do meio interno € essencial ao desenvolvimento embriofetal normal.
Assim sendo o aparecimento do efeito embriotéxico de uma substancia quimica pode
resultar da interacdo desta substancia com outros fatores que incidem sobre o
organismo materno, como e.g. o estado nutricional, idade materna, estresse e outros

fatores ambientais (Chahoud et al., 2002; Kuriyama et al., 2000; Noda et al., 2001;
Chernoff et al. 1988; Chernoff et al. 1989)

Ha diversos exemplos de que a manuten¢do da homeostasia materna &
essencial para o adequado desenvolvimento embriofetal. Como demonstrado por
Chernoff et al. (1988), o estresse experimentado pela mae durante a gestacdo pode
afetar adversamente o desenvolvimento pré- e/ou pds-natal, além de ser capaz de
potencializar o efeito teratogénico de alguns xenobidticos. Algumas doengas
maternas, tais como o diabetes melito (Brydon et al. 2000) e estados como a
hipertermia (Edwards et al. 1995) podem igualmente comprometer oS processos

normais de embriogénese.

Ha estimativas de que o risco de nascimento de criangcas malformadas em
gestacoes de maes diabéticas € cerca de 3 a 4 vezes maior do que na gestacdo normal
(Larsen, 1986; Moore & Persaud,1993). Niveis elevados de glicose no sangue sdo
especialmente preocupantes no primeiro trimestre da gestacdo, fase em que muitas

mulheres ainda desconhecem o fato de estarem gravidas. Alguns dos defeitos
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congénitos associados ao diabetes sdo spina bifida, defeitos cardiacos, 6sseos e do
trato urindrio, digestivo e reprodutivo. Ja nos casos de diabetes controlada com terapia
de insulina, o risco de ocorréncia de malformacdes congénitas e/ou morte do embrido
¢ bem menor. Acredita-se que alteracdes nos niveis de glicose, e ndo no nivel de
insulina, sejam a causa dos efeitos teratogénicos associados ao diabetes. Em
mamiferos, a ocorréncia de alteracdes no nivel de glicose na fase inicial da gestacao,
mesmo que por curto espaco de tempo, € suficiente para aumentar a incidéncia de

malformacdes congénitas e/ou dbitos ao nascimento.

Assim como nos distirbios descritos acima, a acdo de xenobidticos sobre o
organismo materno pode alterar o desenvolvimento normal da prole. No entanto, nem
sempre a toxicidade materna estd associada a induc¢do de anormalidades do
desenvolvimento embriofetal. O estireno, por exemplo, mesmo em niveis de dose
altamente téxicos para a mae ndo causa alteracdes embriofetais, provavelmente

porque seus mecanismos téxicos nao envolvem a inducao de danos teciduais (Murray

et al, 1978).

A interpretacdo de efeitos adversos sobre o desenvolvimento da prole, em
niveis de dose téxicos para o organismo materno, ainda € dificil porque ¢é
praticamente impossivel distinguir os efeitos embriotéxicos diretos decorrentes da
exposicdo transplacentdria a um dado agente (através da interacdo direta da substancia
com o embrido), daqueles induzidos indiretamente, em conseqiiéncia de altera¢do da
fisiologia materna (Khera, 1984 e 1985; Chernoff et al 1988, 1989 e Chahoud et al
1999). Nos estudos de toxicidade pré-natal, a toxicidade materna €, via de regra,

confirmada por avaliagdes que podem incluir:

1. reducdo do ganho de peso corpéreo,

2. ocorréncia de 6bitos maternos durante o periodo de tratamento,

3. redug¢do do consumo de dgua e/ou ragdo,

61



4. aparecimento de sinais clinicos, e

5. alteragdes no peso e/ou morfologia dos 6rgaos.

Nas diretrizes internacionais recomenda-se que os estudos de toxicidade
reprodutiva, além de conduzidos de forma a viabilizar a avaliagdo da relagdo dose-
efeito, apresentem pelo menos um nivel de dose que produza alguma toxicidade
materna, ndo mais de 10% de mortalidade das mdes expostas ao agente em questao
(Collins et al, 1999). Em nosso estudo, atendemos a esta recomendacio, uma vez que

a beta-ionona foi claramente téxica para as maes no maior nivel de dose testado.

Tal efeito foi evidenciado tanto pela pelo aparecimento de sinais clinicos de
toxicidade, como pela reducdo do ganho de peso materno durante todo o periodo de
tratamento (dias 6 a 15 de gestacdo), como pode ser visto na Figura 24. Também no
periodo compreendido entre os dia 6 e 11 de gestacdo, fica clara a reducao de ganho
de peso materno. Como nesse momento o peso dos embrides é muito pequeno para
explicar a redu¢cdo do ganho de peso materno, pode-se concluir que a toxicidade

observada diz respeito aquela vivenciada pela mae.

Figura 24 : Ganho médio de peso em ratas tratadas com beta-ionona no periodo
entre os dias 6 e 15 de gestacio.

40
35
301
25
204 bO11-dia6
151 m15-dia6
101

54

o4

Ganho de Peso (g)

0 125 250 500 1000
Beta-ionona (mg/kg de peso corporal)

* p<0,05
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Ao incluirmos como limite superior do intervalo de doses testado, um nivel
de dose toxico para o organismo materno, aumentamos a probabilidade de atingir
faixas de dose capazes de produzir algum tipo de dano ao desenvolvimento
embriofetal. No entanto, mesmo em nivel de dose claramente t6xico para a mae, a
beta-ionona ndo alterou o crescimento pré-natal, nem induziu alteracdes morfologicas
significativas na prole exposta entre os dias 6 e 15 de gestacdo, como serd discutido a

seguir.

5.2 Embriotoxicidade

Os efeitos de um agente embriotéxico podem aparecer na forma de
malformacdes, déficit funcional, retardo de desenvolvimento geral ou especifico ou
letalidade, dependendo do tipo de agente, da dose e freqiiéncia de exposicdo e do
estagio de desenvolvimento no qual se encontra o concepto no momento da

exposicao.

Em estudos de toxicidade pré-natal, o potencial embriotéxico de um dado

agente € determinado através dos seguintes desfechos:

1. embrioletalidade

2. retardo do crescimento intra-uterino; €

3. alteracOes morfoldgicas:

3.1 alteracOes viscerais

3.2 alteragdes Gsseas
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5.2.1 Embriotoxicidade: Embrioletalidade

Neste estudo, foi observada uma reducdo significativa da propor¢do de
fémeas tratadas (i.e. fémeas com espermatozdides no esfregaco vaginal) /fémeas
gravidas (i.e. fémeas com fetos ou pontos de implantagao no ttero) no maior nivel de
dose estudado, como mostra a Tabela 7. Esse dado indica que, nestas condigdes
experimentais, a beta-ionona afetou a implantacdo do blastocisto no ttero materno,

induzindo perdas pré- e/ou peri-implantacao.

Este efeito € consistente com o que havia sido notado em estudo anterior do
laboratério. Apds tratamento com beta-ionona por dose Unica, no dia 11 de gestacao,
Gomes-Carneiro et al. (2003) observaram drastico efeito embrioletal com percentual
de reabsor¢do por implantagdo igual a 95% nos animais tratados com a dose de
1000mg/kg de peso corporeo. No presente estudo, este percentual foi de apenas
17,2% neste mesmo nivel de dose (Tabela 7). As diferengas entre o tratamento tinico
com beta-ionona (Gomes-Carneiro et al., 2003) e o do estudo atual com doses
repetidas diariamente por todo periodo de embriogénese se fazem evidentes também
na andlise do nimero médio de fetos vivos por ninhada, como pode ser observado na
Tabela 7. No presente estudo, o nimero médio de fetos vivos por ninhada foi de
10,043,4 no grupo de dose tratado com 1000mg beta-ionona/kg, enquanto valores
inferiores a 1,0 feto por ninhada foram observado apds tratamento tinico com beta-

ionona (0,6+1,9).

As diferencas descritas acima se dao provavelmente por duas razdes. A
primeira delas diz respeito a relacdo existente entre o tipo de efeito observado e o
momento em que se deu o tratamento em cada um dos estudos em questdo. Perdas
pré- e/ou peri-implantacdo ndo poderiam ser observadas no estudo de Gomes-
Carneiro et al. (2003), ja que o tratamento com beta-ionona ocorreu cerca de 5 dias
depois (i.e. dia 11 de gestacdao) do dia previsto para a implantagdo do blastocisto no

Utero materno em ratos (aproximadamente no dia 6 de gestacdo).
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O segundo ponto a ser levado em consideracdo € a possivel tolerdncia
adquirida pelo organismo materno e por sua prole apds tratamento continuado com a
beta-ionona. E interessante notar que embora a beta-ionona, quando administrada do
dia 6 ao dia 15 de gestacdo, tenha causado uma reducdo da razao de fémeas tratadas
por fémeas grdavidas, ela ndo causou uma diminui¢do do nimero médio de
implantacdes por ninhada nas fémeas remanescentes do grupo tratado com a maior
dose. Este fato sugere que as fémeas de ratos Wistar sdo mais suscetiveis aos efeitos
pré-natais da beta-ionona na fase inicial de tratamento e que, passado este primeiro
momento, ocorre tolerancia a este terpendide. Esta suposi¢dao é também sustentada
pela andlise do ganho de peso materno e pelos sinais de toxicidade observados
durante a gestacdo. Nas fémeas do grupo de 1000mg beta-ionona/kg, observamos uma
drastica reducdo do ganho de peso materno, e esta reducdo foi mais evidente nos
cinco primeiros dias apds o inicio da exposicao (dia 6 ao dia 11 de gestacdo), do que
no tratamento como um todo (dia 6 ao dia 15 de gestacdo). Alteragdes clinicas
observadas em decorréncia da exposi¢do a beta-ionona também foram, em sua grande
maioria, evidenciadas nas primeiras 24 horas ap6s o inicio do tratamento com doses

repetidas.

Além disso, no estudo atual, observamos claramente uma diferenca inter-
individual quanto a suscetibilidade das fémeas aos efeitos induzidos in utero pela
beta-ionona. Enquanto, em algumas maes, a ocorréncia de perdas pré- e/ou peri-
implantacao foi evidente (somente 60% do grupo tratado com 1000mg beta-ionona/kg
apresentou feto vivo ou ponto de implantacdo no tutero) em outras este efeito parece
ndo ter ocorrido, uma vez que as demais maes deste grupo de dose ndo diferiram do
grupo controle quanto ao nimero médio de implantagdes por ninhada. Sendo assim,
podemos dizer que a beta-ionona tendeu a um efeito tudo-ou-nada: i.e. ou matou toda
a ninhada ou a nio a afetou (e ndo induziu mortes intra-ninhada). Este efeito, somado
aos indicios de toxicidade materna observados neste nivel de dose, sugere que a perda
pré- e/ou peri-implantacdo de toda a ninhada é um efeito mediado pelo organismo
materno. Citral e alfa-terpineno, i.e. monoterpenos encontrados em 6leos esséncias de

uma variedade de plantas, também induziram perdas peri-implantacdo de toda a
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ninhada (Nogueira et al., 1995 e Araidjo et al., 1996), de forma semelhante a

observada para a beta-ionona.
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Tabela 7. Analise comparativa da toxicidade materna e da embriotoxicidade induzida em
ratos Wistar pela beta-ionona (BI) apds tratamento com dose tnica ou apds tratamento com
doses repetidas durante todo o periodo de embriogénese.

Tratamento BI (mg/kg peso corporal) BI (mg/kg peso corporal)
(dose Unica, dia 11 de gravidez) (doses repetidas, dias 6 a 15 de gravidez)

0 500 1000 0 500 1000

Fémeas tratadas (N) - 12 11 17 18 20

Fémeas gravidas (N) 22 9 10 16 17 12*

Fémeas

tratadas/gravidas (%) 83 91 94 94 60*

Reabsor¢des de toda 0 1 9 0 0 0

ninhada

Peso ttero gravidico 66,9£10,8 61,6£30,2 4,6+12,5% 71,6£13,7 76,8+15,6 68,2+23,6

Ganho de peso materno (g)

Dia 6-15 ND ND ND 35,8+11,2 34,9+13,2 21,2+13,6%*

Dia 11-21 78,7£15,1 74,3£25,6  1,0+25,8* 87,2+17,5 88,8174 78,9£26,8

Dia 0-21 112,1£19,6 126,4+30,1 53,6+25,0* 121,9+14,4 130,2£25,6  109,0+32,9

Dia 0-21 (menos o 45,9+16,8 64,9+11,1 49,0+16,1 50,3£11,0 53,4+18,8 40,8+11,9

peso do litero)

Reabsor¢des

Total (N) 35 36 114 16 22 25

Por implantacio (%) 13,1 29,8 95,0%* 8,4 10,3 17,2%

Fetos vivos

Total (N) 232 85 6 173 191 120

Por ninhada 10,5£2,0 9,4+5.0 0,6+1,9%* 10,8+2,4 11,2423 10,0+£3,4

Fonte Gomes-Carneiro et al, 2003 Presente Estudo

Valores: média + desvio padrdo. *:# controle (P<0,05).

67



5.2.2 Embriotoxicidade: Efeitos sobre o crescimento intra-uterino

Embora a beta-ionona tenha causado toxicidade materna no maior nivel de

dose estudado, nao foram observados indicios de retardo do crescimento pré-natal.

Como parametros normalmente utilizados para a anélise de possiveis efeitos

sobre o crescimento intra-uterino podemos citar (Chahoud & Paumgartten 2005):

1. peso do ttero gravidico,
2. peso médio dos fetos no momento da cesarea, e

3. investigacdo de sinais de retardo de ossificagdo, como e.g. fetos com

ossos pobremente calcificados, ossos ndo-calcificados ou 0ssos esponjosos.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos tratados com beta-ionona e o grupo controle em relagdo a esses parametros.

A andlise do peso médio dos fetos a termo pode ser realizada de duas
maneiras distintas: considerando-se a ninhada (peso fetal médio por ninhada) ou o
feto individual (peso fetal médio por grupo) como unidade de andlise estatistica. A
utilizacdo da ninhada como unidade de andlise nos parece mais apropriada porque a
mae/ninhada € a unidade de tratamento, € ndo o feto individual. Assim, o uso do feto
individual para este tipo de andlise tende a inflacionar artificialmente o tamanho da
amostra e por isso superestima o efeito observado. Ainda assim cabe dizer que, no
presente estudo, mesmo quando o peso fetal individual foi calculado, ndo observamos

diferencas estatisticas entre os grupos experimentais.
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5.2.3 Embriotoxicidade: Alteracoes Morfologicas

Nem toda alteragdo morfoldgica ou anomalia observada no feto a termo tem

o mesmo grau de relevancia. Algumas sdo de cardter incapacitante ou incompativeis

com a vida, outras porém sdo consideradas malformacdes menores ou simplesmente

variacdes. Algumas variacdes e malformacdes menores sdo alteracdes visiveis de

ordem meramente estética, que ndo afetam de outra forma a vida do portador.

A avaliacdo de anomalias de esqueleto nos estudos experimentais €

extremamente sensivel e leva a identificagdo e registro de indmeras alteracdes ou

desvios da normalidade cujo grau de severidade precisa ser considerado caso a caso.

Como regra geral, todavia, pode-se dizer que as seguintes situagdes indicariam uma

menor gravidade da ocorréncia:

1.

alteracoes viscerais e dsseas encontradas em alta freqiiéncia espontanea em

controles histéricos* e no grupo controle do préprio experimento;

alteracdes sabidamente reversiveis, i.e. aquelas que apresentam baixa
gravidade e ndo representam riscos a vida e podem ser corrigidas ou
adaptadas com o desenvolvimento e maturacdo dos sistemas Osseo e
orgdnico, e que ainda ocorreriam no periodo pds-natal sem maiores

oA . . . . 5
conseqliéncias , se a cesarea nao tivesse sido realizada”;

efeitos embriotoxicos que aumentam apenas em nivel de dose claramente
toxica para organismo materno, ou seja, efeitos secundarios. Geralmente,
estes efeitos causados indiretamente pela toxicidade materna sdo
considerados de menor significado biolégico quando comparado a indugdo
efeitos embriofetais em niveis de dose que ndo sdo téxicas para a mae (efeito

direto).

¥ Para a avaliacdo do grau de severidade da ocorréncia, é necessario dispor de um controle

histérico da freqiiéncia espontanea das alteragdes em animais ndo tratados, da mesma cepa utilizada no
laboratdrio.

¥ Variagdes, que por vezes sdo alteracdes geralmente reversiveis, ocorrem com fregiiéncia

alta em grupos controles e tratados, e sdo caracterizadas por ndo apresentarem riscos a vida e por
envolverem alteracdes estruturais de menor significado funcional
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Levando-se em conta as consideragdes anteriores e os resultados de nosso
estudo, pode-se dizer que os achados relacionados a exposicdo pré-natal a beta-
ionona poderiam ser classificados principalmente como variagdes ou malformagdes

menores.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Gomes-Carneiro et
al. (2003), que demonstram que, além de ndo induzir malformacdes grosseiras, a
beta-ionona em doses < 1000mg/kg apresenta acdo protetora quando administrada
concomitantemente com a ciclofosfamida a ratas Wistar gravidas. Segundo Gomes-
Carneiro et al. (2003), o tratamento concomitante com beta-ionona atenuou os efeitos
embrioletais e teratogénicos da ciclofosfamida, quando esta foi administrada em dose
unica no dia 11 de gestacdo, dia em que ocorre o fechamento do tubo neural.
Acredita-se que tal efeito se dé porque a beta-ionona inibe as reagdes catalisadas por
enzimas hepdticas CYP2B1, necessdrias a metabolizacdo da ciclofosfamida, e

consequentemente a produgdo de metabdlitos citotéxicos e teratogénicos.

Em sintese, as alteracdes cuja freqiiéncia foi maior nos fetos expostos a beta-
ionona parecem ser de menor gravidade, constituindo principalmente variagdes € nao
malformacdes propriamente ditas. O aumento apenas da freqiiéncia de variacdes e
malformacdes menores, € os achados de estudos anteriores sugerem que, embora
claramente téxica para o organismo materno, a maior dose de beta-ionona ndo é

teratogénica.

5.3  Consideracoes finais

A toxicidade reprodutiva de compostos terpendides, como o beta-mirceno, o
alfa-terpineno e o citral, foi relatada em alguns artigos cientificos (Paumgartten et al.
1998; Delgado et al., 1993a; Delgado et al. 1993b; Nogueira et al., 1995 e Aratjo et
al., 1996). A avaliacdo destes compostos foi realizada através do protocolo de trés
segmentos, tal como preconizado pelas diretrizes do FDA (1997 e 2001) e OECD
(1995). Alguns autores avaliaram a toxicidade peri- e pds-natal (Delgado et al.,

1993b) e os efeitos sobre a fertilidade e desempenho reprodutivo geral (Paumgartten
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et al., 1998). Outros estudos, assim como o este, avaliaram especificamente o
potencial embriotéxico dos monoterpenos citados acima (Delgado et al., 1993a;
Nogueira et al., 1995 Aradjo et al., 1996). Um resumo dos resultados obtidos nestes

estudos encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8: Andlise comparativa dos resultados de estudos de embriotoxicidade de

terpendides em ratos.

NOAEL Niveis de dose estudados Fonte

(mg/kg de peso corpéreo)  (Me/kg de peso corpdreo)

Beta-mirceno 500 0; 250; 500 e 1200 Delgado et al., 1993a
Citral 60 0; 60; 125; 250; 500 e 1000 Nogueira et al., 1995
Alfa-terpineno 30 0; 30; 60; 125 € 250 Aratjo et al., 1996
Beta-ionona 500 0; 125; 250; 500 € 1000 Presente estudo

Todos os estudos foram conduzidos em ratas Wistar, com tratamento por via oral entre os dia 6 e 15 de
gestagdo. O NOAEL diz respeito a embriotoxicidade.

Nenhum dos terpendides estudados até o momento foi teratogénico.
Enquanto o citral e a o alfa-terpineno exibiram efeitos embriotoxicos em niveis de

dose mais baixos, o beta-mirceno teve acdo comparavel a da beta-ionona.

E importante, no entanto, destacar que o estudo da Toxicidade Reprodutiva
de agentes quimicos € uma das dreas mais complexas da Toxicologia Preditiva, e que
em nossa investigacdo, somente um periodo restrito deste processo, i.e. O

desenvolvimento embriofetal, foi avaliado.

Pequenas modificacdes no esquema de tratamento podem representar
alteracdes significativas na severidade e no tipo de efeito observado. Como por
exemplo, o préprio efeito embrioletal induzido pela beta-ionona ap6s administracao
em dose Unica, ou apds exposi¢do continuada durante toda a fase de embriogénese.
Outro exemplo € o tipo de efeito induzido pelo beta-mirceno apds tratamento durante
a embriogénese (i.e. dia 6 a 15 de gestacdo, NOAEL: 500mg/kg) ou expandido da

embriogénese até o periodo de amadurecimento fetal (i.e. dia 6 a 21 de gestagdo;
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NOAEL: 250mg/kg). Nesta ultima situacdo o NOAEL fixado foi bem inferior
(Delgado et al., 1993b), indicando maior suscetibilidade ao beta-mirceno no final da
gestacdo. Tal fato se deu porque o beta-mirceno interfere fortemente com o processo
de trabalho de parto. Esta caracteristica nao € identificada em estudos de segmento I,

como este, em que as fémeas gravidas sdo — via de regra - submetidas a cesdrea.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que a beta-ionona foi téxica para o
organismo materno na dose de 1000mg/kg de peso corporal, como pode ser visto pela
redu¢do no ganho de peso das maes e pelo aparecimento de sinais clinicos de
toxicidade durante o periodo do tratamento. Neste nivel de dose, a beta-ionona
também afetou adversamente o desenvolvimento embriofetal de ratos, causando
embrioletalidade, evidenciada pelo aumento de perdas pré- e/ou peri-implantagcao e
pelo discreto aumento na propor¢do de reabsor¢des por implantacdes. Ainda em
relacdo ao efeito embrioletal observado neste estudo, pode-se dizer que as fémeas

foram mais suscetiveis do que os machos.

No presente estudo, ndo foram encontrados indicios de retardo do crescimento
intra-uterino induzido pelo exposi¢do in utero a beta-ionona, em nenhum dos niveis

de dose estudados.

Os dados aqui apresentados indicam ainda que a beta-ionona nao ¢é
teratogénica em ratos, uma vez que ndao houve aumento da freqiiéncia de
malformacdes viscerais e/ou esqueléticas grosseiras em conseqiiéncia da exposicao in
utero a este composto. Nestas condi¢des experimentais, o nivel mdximo de dose em
que nao sdo observados efeitos adversos pode ser fixado em 500 mg de beta-

ionona/kg de peso corporal, i.e. NOAEL=500 mg de beta-ionona/kg.
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