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= RESUMO: Estudou-se o efeito tdxico e teratogénico do IPT em uma linhagem nao-isogénica de
camundongos albinos Mus musculus, com especial referéncia ao desenvolvimento do palato secunda-
rio. O tratamento foi feito utilizando-se a dose final de 8 mg/animal, administrada em épocas diferentes
do desenvolvimento fetal e de duas formas diferentes. Os resultados mostraram que o efeito da droga,
tanto no desenvolvimento do palato secundario quanto nas demais estruturas embrionarias estudadas,
esta relacionado a idade fetal na época do tratamento bem como a fregliéncia diaria de administragdo
da droga, e ndo com a dose final utilizada. Por outro lado, tal efeito é reversivel com a supressao do
tratamento. O efeito embriotoxico é diretamente proporcional a dose didria administrada. Embora
ambos os efeitos possam se manifestar independentemente, hé indicagao de que dependem dos
genétipos dos animais utilizados. As alteragdes observadas parecem ser conseqiiéncia de perturbagoes
na fisiologia materna e nao de um efeito primario do farmaco utilizado.
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Introducao

A fenda palatina é descrita na literatura como a principal malformagéo observada
em camundongos, quer em decorréncia da privagdo de 4gua e de alimento,?” quer
apos a administracio de derivados da fentiazina,!® do diazepan e da fenil hidantoina, 2
em doses bastante préximas da considerada téxica. Por outro lado, essa malformagéo
é, também, especialmente induzida por um numero de agentes teratogénicos em
doses que n&o sdo téxicas para as fémeas.? Tais experimentos foram feitos levando-se
em conta a época do desenvolvimento fetal, uma vez que foi demonstrada em
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camundongos a ocorréncia de fendmenos moleculares implicados na horizontalizacio
das cristas palatinas entre o 112 e 132 dia de vida fetal.3-4.7.8.10,11, 19,20

As malformagdes fetais descritas em camundongos em decorréncia de tratamen-
tos com doses altas de determinadas drogas apresentam-se com um padrio caracte-
ristico. Ha evidéncia de que a severidade e a incidéncia de tais malformagdes estao
diretamente relacionadas ao grau de toxidez materna. Tais defeitos sdo raros ou
ausentes em doses ndo-téxicas para a ninhada. Acredita-se que as alteragbes
resultantes da toxidez materna provavelmente ndo sejam um efeito primario da droga,
mas sim decorrentes de mudangas fisiclogicas.? '

Os mecanismos bioquimicos que controlam a diferenciacdo do palato sdo
bastante conhecidos. Foi demonstrado que a regulagdo hormonal dos niveis de AMP
ciclico é importante para o desenvolvimento tanto normal quanto anormal do palato.®
Tais evidéncias sugerem que os niveis deste nucleotideo ciclico, possivelmente
regulados pela prostaglandina e/ou pela ocupagao dos receptores de catecolaminas,
podem ter um papel importante no desenvolvimento normal em geral e na diferencia-
¢ao da regido buco-facial, e podem servir como foco metabdlico para perturbagao
teratogénica resultando em fenda palatina.

Considerando-se que o IPT, simpatomimético beta-adrenérgico, estimula a
sintese de AMP ciclico em determinados tecidos e que também pode ser utilizado
no tratamento de asma brénquica em humanos, o objetivo do presente trabalho é
estudar os efeitos embriotdxico e teratogénico deste farmaco em uma linhagem
nao-endogamica de camundongos, com especial referéncia ao desenvolvimento do
palato secundario.

Material e métodos

Animais utilizados

Foram utilizadas 84 fémeas prenhes de uma linhagem néo-isogénica de camun-
dongos Mus musculus, var. albino Swiss, com aproximadamente 90 dias de idade e
pesando em média 40 gramas, que foram cruzadas com 28 machos de aproximada-
mente 60 dias de idade e pesando em média 40 gramas. Os animais estudados eram
provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu (UNESP), foram cruzados
durante a noite e a manhda seguinte, quando se verificou o plug vaginal; foi entéo
considerada como meio-dia de prenhez. As fémeas foram colocadas em gaiolas
individuais onde receberam ragao* e agua a vontade.

* Ragao Produtor. Moinho Primor S/A.
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O experimento foi feito em vérias etapas de cruzamentos, no .verao, com a
temperatura ambiente oscilando entre 24° e 35°C.

Grupos experimentais e tratamento

As fémeas prenhes foram distribuidas em quatros grupos, a saber: 0s grupos-
controle constituiram-se de 32 fémeas que receberam injegdes intraperitoneais de 0,5
ml de salina da seguinte maneira: 16 no 11,5 e 12,5 dias de prenhez e foi denominado
C,; as 16 restantes formaram o grupo C, e receberam injegoes diarias do 11,52 ao 14,52
dia.

As 52 fémeas restantes constituiram os grupos tratados e foram distribuidas em
dois grupos que receberam inje¢Oes intraperitoneais de DL-isoproterenol-HCI* da
seguinte maneira: 32 no 11,5 e 12,5 dias de prenhez (4 mg/dia) e foi denominado Ty;
as 20 restantes formaram o grupo T, e receberam injegées didrias do 11,52 a0 14,52
dia de prenhez (2 mg/dia). Dessa forma, cada animal recebeu uma dose total de 8 mg
do farmaco no final dos tratamentos. Considerando-se que morreram 16 f{émeas do
grupo T, e 4 do grupo T,, foram entdo analisados os descendentes de 32 fémeas
sobreviventes, sendo 16 de cada grupo tratado.

Obtencéao dos fetos e aspectos estudados

Os fetos utilizados tanto nos grupos-controle quanto nos tratados foram obtidos
por cesariana em fémeas sacrificadas por deslocamento cervical, quatro por dia, do
15,52 ao 18,52 dia de prenhez, apds o que se fez a dissecgao das placentas. Tanto nos
grupos-controle quanto nos tratados foi contado o numero de sitios de implantacéo,
bem como determinadas as frequéncias de reabsor¢aoc e de morte fetal, cujos dados
foram resumidos na Tabela 1.

Fetos vivos de todas as ninhadas, tanto dos grupos-controle quanto dos
tratados, foram analisados quanto a presen¢a de malformagdes externas, decapi-
tados e fixados em formol neutro a 10% por 24 horas. Todos os fetos foram
analisados ao microscépio estereoscdpico quanto ao estagio de desenvolvimento
do palato secundario. Para melhor observagéo da estrutura estudada, a lingua e a
mandibula dos fetos foram removidas, com a utilizagio de tesoura oftalmoldgica
e pinga de ponta fina. Algumas cabegas foram mantidas integras para obtencio
de cortes histolégicos.

* Sigma.
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Tabela 1 - Resumo dos efeitos embriotoxico e teratogénico do IPT em fetos de
camundongos Mus musculus

Idade fetal Grugos N° de N° de VR Estagios do palato
(dias) Animais féemeas fetos vivos v H LF F
C1 4 52 2 0+ 0 0 52(100)++
‘ T1 4 39 11 7.7y 7(17.9)  29(74.4) 0
15,5
C2 4 48 1 0 0 0 48(100)
T2 4 45 4 12(26.7) 14(31.1) 19(42.2) 0
C1 4 46 1 0 0 0 46(100)
T1 4 39 9 0 0 0 39(100)
16,5 .
Cz 4 46 2 0 0 0 46(100)
T> 4 43 3 2(4.7) 8(186) 23(53.5) 10(23.3)
C1 4 47 2 0 0 0 47(100)
T 4 31 8 0 0 0 31(100)
17,5
Cz 4 50 2 0 0 0 50(100)
T, 4 43 3 0 0 5(11.6)  38(88.4)
C1 4 48 1 0 0 0 48(100)
T1 4 - 40 7 0 0 0 40(100)
18,5
Ca 4 47 1 0 0 0 47(100)
T2 4 39 2 0 0 0 39(100)p
+ = Numero de fetos. H = Cristas palatinas no plano horizontal e
++ = Entre os parénteses encontram-se as com um espago entre elas.
percentagens. LF = Linha de fusdo recente.
M+R = Fetos mortos e reabsorvidos. F = Cristas palatinas fusionadas e auséncia da LF.
\% = Cristas palatinas no plano vertical.

Analise histoldgica e estagios de desenvolvimento do palato

As cabecas dos fetos de camundongos, tanto dos grupos-controle quanto dos
tratados, apds a fixagdo, foram descalcificadas em EDTA e formol, incluidas em,
parafina de modo a fornecerem cortes frontais de 6 um de espessura e corados, a
maioria, pela reagéo de Feulgen e fast-green® e, alguns, com Hematoxilina e Eosina
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a 1% em solugdo aquosa ou pela reagdo do PAS." Os cortes foram analisados e
fotografados ao fotomicroscépio Zeiss.

Procurou-se estabelecer, para a linhagem estudada no presente trabatho, a
relagdo entre a idade fetal e o desenvolvimento do palato secunddrio e de outras
estruturas relacionadas ao aparelho bucal, nos periodos correspondentes ao tratamen-
to com a droga (11,5 a 14,5 dias) e pos-tratamento (15,56 a 18,5 dias), a saber: germes
dentarios, blastema 6sseo e diferenciagdo da cartilagem de Meckel.

A partir da observagao microscopica dos cortes dos fetos dos grupos-controle,
0s estagios de desenvolvimento do palato secundario foram caracterizados de acordo,
principalmente, com a posigdo das cristas palatinas e designados por uma letra
maiuscula, a saber: no plano vertical, (V); no plano horizontal e com um espago entre
elas, (H); fusionadas e com linha de fuséo recente, (LF); e fusionadas e sem a linha de
fusdo evidente, (F).

Resultados

As Figuras 1, 3 e b sdo de fetos descendentes de fémeas néo tratadas e
mostram que aos 15,5 dias de vida fetal os palatos secundarios dos camundongos
da linhagem estudada j& estavam fechados. Entretanto, a comparagédo dos dados
dos grupos-controle e tratados revela que, independentemente do periodo do
tratamento bem como da dose diaria administrada, o IPT nfoc impediu a fusdo das
cristas palatinas, porém, interferiu no processo, atrasando-o (compare as Figuras
1,3ebcom?2, 4,6e8). -

A frequiéncia de fetos do grupo T, que apresentaram seus palatos totalmente
fechados aos 16,5 dias foi de 100%; ja no grupo T,, foi de apenas 23,3%, e aos 17,5
dias, aproximadamente 88,4%. A fusdo das cristas palatinas em 100% dos descend-
entes, neste grupo, somente foi verificada no 18,52 dia (Tabela 1).

Além dos efeitos ja descritos, o IPT interferiu no desenvolvimento das patas dos
descendentes apenas de fémeas tratadas do grupo T,. Esses fetos apresentaram no
17,5° dia um desenvolvimento de tais estruturas correspondente a estagios anteriores
em fetos dos grupos-controle, ou seja, entre 0 13,52 e 0 14,569 dia. Nos descendentes
de fémeas do grupo T,, nesta mesma Idade, ndo se verificou tal efeito.

Fetos de ambos os grupos tratados com IPT, analisados aos 15,5 e 16,5 dias,
apresentaram atraso no desenvolvimento do palato secundario bem como de outras
estruturas bucais, como a lingua e os germes dentarios (compare a Figura 7 com a 2
e a 8). Entretanto, observou-se, na maioria dos fetos do grupo T, com palatos abertos
no 16,52 dia, a horizontaliza¢éo das cristas palatinas e intensa proliferagéo das células
mesenquimais bem como estratificagdo do epitélio de revestimento da cavidade bucal
e da lingua (Figuras 4 e 6, respectivamente).
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FIGURA 1 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo-controle. 13,5 dias. Feulgen. 7,9X.
FIGURA 2 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo tratado com 1. 15,5 dias. Feulgen. 7,9X
FIGURA 3 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo-controle. 14,5 dias. Feulgen. 7,9X.
FIGURA 4 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo tratado com r. 15,5 dias. Feulgen. 7,9X.

Ao contrério do que se observou em fetos com os palatos fechados dos grupos-
controle, onde a coloragdo do blastema 6sseo pela reagao do PAS era fracamente positiva,
nos animais tratados do grupo T, a mesma coloragdo apresentou-se bastante forte. Por
outro lado, as cartilagens dos processos nasais e de Meckel apresentaram fraca intensi-
dade de coloragéo, semelhante nos grupos-controle e tratados em idades comespondentes.

A andlise da Tabela 1 mostra que dos 396 fetos das 32 ninhadas dos grupos-con-
trole (C; = 199 e C, = 197), aproximadamente 3% foram reabsorvidos ou mortos,
enquanto nos grupos tratados T, (184 fetos) e T, (182 fetos), a percentagem média foi
de, aproximadamente, 19,0% e 6,6%, respectivamente, mostrando aumento acentuado
nos grupos tratados com IPT e um maior efeito letal no grupo T,.

Discussao

A avaliagdo do efeito do IPT nos dois grupos tratados, ou seja, a sua influéncia
isolada no fusionamento do palato secundario em fetos de fémeas do grupo T, e 0
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atraso induzido no desenvolvimento das patas em fetos do grupo T, cujos palatos
estavam fechados, sugere influéncia da época do tratamento e da forma de adminis-
tragdo do farmaco. Entre o 13,6 e o 14,6 dia de vida intra-uterina devem estar
ocorrendo, além de outros eventos, aqueles relacionados a diferenciagao e desenvol-
vimento das estruturas mencionadas e, desta forma, os animais do grupo T, teriam
menor chance de serem afetados, apesar da dose diaria ter sido maior, uma vez que
o tratamento com 0 [P'I‘ f01 fe11:0 nollbe no 12 5 dia de prenhez

FIGURA 5 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo-controle. 15,5 dias. Feu[gen 7. sx
FIGURA 6 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo tratado com r. 15,5 dias. Feulgen. 79X
FIGURA 7 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo-controle. 16,5 dias. Feulgen. 20X.
FIGURA 8 - Corte frontal da cabega de camundongo Mus musculus do grupo tratado com 1. 16,5 dias. Feulgen. 7,9X.

Somando-se a essas observagoes o fato de a frequéncia de fetos com palatos
abertos aos 15,5 dias ter sido maior no grupo T, que no grupo T,, € que apenas no
primeiro foram observados descendentes com as mesmas caracteristicas aos 16,5 dias,
o efeito do IPT nesses animais deve estar relacionado a idade fetal na época do
tratamento bem como a freqiiéncia de administragéo da droga, e ndo com a dose final
administrada. Embora mais prolongado no grupo T,, o efeito mostrou-se reversivel
nos dois tipos de tratamento como era de se prever, devido a metabolizagdo do IPT
com a supressao do tratamento.

Considerando-se que o AMP ciclico € um modulador da diferenciagédo celular
numa grande variedade de tecidos em desenvolvimento,! % 14.2! inclusive do palato,® 4§
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era de se esperar que o IPT, devido a sua propriedade de aumentar a concentragio
intracelular deste nucleotideo ciclico em varios tecidos, acelerasse o desenvolvimento
do palato nos camundongos estudados, principalmente se considerarmos que Pratt &
Martin'® induziram in vitro a diferenciacéo precoce dos tecidos do palato utilizando
AMP ciclico exdgeno. Entretanto, nas condi¢gdes em que o experimento foi feito,
ocorreu o contrario do que se esperava, uma vez que o tratamento com o IPT atrasou
0 desenvolvimento do palato e de outras estruturas embrionarias.

Os eventos bioquimicos responséaveis pela diferencia¢éo celular e o desenvolvi-
mernto tanto do palato quanto das demais estruturas embriondrias sio programados
dentro de uma determinada seqiiéncia harménica e em “momentos”, de tal modo que
é de se esperar que qualquer mudanga brusca devido a um fator ambiental, por
exemplo, a administragdo de uma droga que afete a sintese e/ou degradagao de
substancias envolvidas no processo possa altera-lo ou mesmo impedi-lo.

Portanto, levando-se em conta esse principio, e considerando-se que a dose de
IPT utilizada foi alta e toxica para 50% das fémeas do grupo T, e para 20% do grupo
T,, bem como o aumento das freqliéncias de mortalidade e reabsorgéo fetal nos dois
grupos tratados, quando coinparados aos grupos-controle, é provavel que os efeitos
morfolégicos observados sejam devidos a perturbagdes na fisiologia materna, e ndo a
um efeito primério da droga. _

O fato de freqiiéncias de fetos reabsorvidos e mortos serem semelhantes nos
dois grupos-controle indica que os efeitos observados nos animais dos grupos tratados
sé@o decorrentes apenas do farmaco administrado, e ndo do estresse provocado pela
manipulagao e tratamento das fémeas prenhes.

Como era de se esperar, as variagdes observadas na manifestagao dos efeitos
morfolégicos nos fetos, bem como na sensibilidade tanto materna quanto fetal em
resposta a droga utilizada, ocorreram devido a variabilidade genética dos animais, ja
que a linhagem utilizada era ndo-isogénica.

Conclusoes

O efeito do IPT tanto no desenvolvimento do palato secunddrio quanto no das
demais estruturas embriondarias na linhagem estudada esté relacionado a idade fetal
na época do tratamento, bem como a concentragao diaria do IPT administrado, e ndo
com a dose final utilizada.

O efeito embriotoxico é diretamente proporcional a dose diaria administrada.

O efeito teratogénico € reversivel com a suspensao do tratamento.

Os efeitos teratogénico e embriotdxico podem se manifestar independente-
mente, embora paregam depender dos geno6tipos dos fetos.

Ha indicagdo de que as alteragdes observadas nos fetos sejam devidas a toxidez
materna e ndo a um efeito primario da droga.
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» ABSTRACT: The toxic and teratological effects of IPT on a non isogenic breeding of albinus mice Mus
musculus were studied, with special reference to the secondary palate development. The treatment
was done using a final dose of 8 mg/animal administered at different times of fetal development and in

- two different ways. The results showed that the secondary palate development as well as the other
embryonic structures studied are related to the fetal age at the treatment period as well as the daily

. frequence of the drug administration but not with the final dose used. On the other hand, such effects
are reversible with the treatment suppression. The embryotoxic effect is in direct ratio to the daily
administered dose. In spite of that both effects could appear independently each other, there is an
indication that they are dependent of the genotype of the animals. The changes observed seem to be
derived from disturbs of maternal physiology and not as a primary effect of the drug used.

s KEYWORDS: Isoproterenol; mice; palate.
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