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RESUMO

O grupo de compostos organoestanhosos inclui uma variedade de quimicos
amplamente empregados na agricultura e na industria em geral. Os triorganoestanhosos
sdo biologicamente mais ativos e sdo largamente usados como biocidas. Compostos
trifenil de estanho em adicdo com compostos tributil de estnho sdo usados como
algicidas, moluscicidas e como preservativo da madeira.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial embriofeto-toxico do trifenil
hidroxido de estanho (TPTH) em camundongos. Camundongos Swiss Webster
(FIOCRUZ) foram acasalados, sendo considerado dia ‘0" de gravidez as 24 horas que se
seguiram a confirmacdo do cruzamento pela presenga do plug vaginal. As fémeas
gravidas foram tratadas com doses de 0; 3,75; 7,5; 15 e 30 mg TPTH/kg de peso
corpéreo/dia por entubagdo gastrica nos dias 6-17 de gravidez. O grupo controle
recebeu apenas o veiculo (6leo de milho). No dia 18, as fémeas foram submetidas a
cesariana sendo registrado o niimero de fetos vivos, mortos e reabsor¢des. Os fetos
foram pesados, sendo 2 de cada ninhada fixada em Bouin para analise de visceras e a /2
restante diafanizada e corada (alizarina red S) para avaliacdo de esqueleto.

Morreram 01 mae tratada com 3,75 mg/kg, 01 com 15mg/kg e 02 com 30mg/kg.
Drastica reducao de peso materno foi notada a partir de 15mg/kg, mas a analise do
ganho de peso durante todo o periodo de gravidez (dia 0-18), descontado o peso do
utero, indicou que o TPTH causou consistentemente toxicidade materna a partir de
7,5mg/kg. Um aumento de reabsor¢des foi notado nas doses de 15 e 30mg TPTH/kg.
Nao houve alteragao do niumero de sitios de implantacdo. A partir de 15mg/kg, o TPTH
causou evidente reducdo do peso corpodreo fetal. Sinais de malformagdes viscerais, tais
como alteragdes de timo, testiculos e utero, foram evidentes a partir de 7,5mg/kg. Sinais
de retardo de ossificacdo (pobremente calcificado, osso ndo calcificado e esponjoso) e
uma alta incidéncia de malformagdes de esqueleto foram observadas a partir da dose de
3,75 mg TPTH/kg.

Estes achados indicam que o TPTH foi toxico para a mae a partir da dose de
7,5mg/kg e embriofeto-toxico a partir da dose 3,75 mg TPTH/kg; apontando para uma

certa seletividade dos efeitos adversos sobre o desenvolvimento embriofetal.
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ABSTRACT

Organotin compounds are a broad-group of chemicals widely used in agriculture
and industry. Trisubstituted organotin compounds are biologically very active, and are
widely used as biocides. TPTs in addition to TBTs have been used extensively in
antifouling products as algaecides, molluscicides and for wood preservation.

This study was undertaken to provide data on the embryo-foetotoxic potencial of
TPTH. Swiss Webster mice were mated and the day on which copulation was confirmed
by the presence of a vaginal plug was designated as day ‘0" of pregnancy. Pregnant
mice were treated by gavage with 0; 3.75; 7.5; 15 e 30 mg TPTH/kg body wt /day on
days 6-17 of gestation. The vehicle-control group received corn oil only. Caesarean
sections were performed on pregnancy day 18, and the number of resorptions,
implantation sites and live and dead fetuses was recorded. Fetuses were weighed,
examined for external malformations, and either fixed for visceral examination, or
cleared and stained with Alizarin Red S for skeleton evaluation.

Maternal deaths were observed in animals treated with 3.75, 15 and
30mgTPTH/kg. Doses equal to or higher than 15mg/kg drastically reduced pregnancy
weight gain. Reductions of pregnancy wt gain minus gravid uterus wt indicated that
doses equal to or higher than 7.5 mg TPTH/ kg b.wt/day were maternally toxic. An
increased number of resorptions was observed at 15 and 30mg TPTH/kg. The number of
implantations per litter was not altered. Reductions of foetal body wt were noted in
groups treated with 15 and 30mg TPTH /kg body wt. Soft tissue (visceral)
abnormalities, such as misshapened thymus, and malpositioned testes and uterus were
also observed at doses equal to or higher than 7.5mg/kg. Signs of delayed ossification
(poorly ossified and not ossified bones as well as irregular spongy bones) and higher
incidence of skeletal malformations were observed at doses of 3.75mgTPTH/kg body
weight or more.

Results indicated that TPTH was maternally toxic at doses equal to or higher
than 7.5mg/kg and embryofetotoxic at doses equal to or higher than 3.75mgTPTH/kg,

pointing to an especific embryofetotoxic effect.
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I. INTRODUCAO

1.1 Compostos organoestanhosos

O grupo dos compostos organoestanhosos inclui uma variedade de quimicos
amplamente empregados na agricultura e na industria em geral. A grande maioria destes
compostos tem origem antropogénica, com exce¢do do metil estanho, que pode também
ser produzido por biometilagdo ambiental. O primeiro registro de comercializagdo de
compostos organoestanhosos data de 1936, quando foram usados como estabilizadores
de polimeros sintéticos (Fent, 1996). Desde que sua propriedade biocida foi reconhecida
em 1950, observou-se um aumento consideravel de sua aplicagdo, consumo e producao,
que cresceu de 5.000 t no ano de 1955 para cerca de 35.000 t no ano de 1985, o que
naquele momento, representava aproximadamente 7% do consumo mundial total de

estanho por ano.

Os compostos diorganoestanhosos e monoorganoestanhosos sao usados,
principalmente, como estabilizadores de PVC e catalisadores na producdo de
poliuretanos, silicone e em outros processos industriais. Os compostos
triorganoestanhosos sao utilizados como pesticidas de uso agricola; como agentes
preservativos da madeira, algoddo, papel, na industria de vidros; e como aditivos de
tintas para uso nautico (efeito antiincrustante). J4 os compostos tetraorganoestanhosos
sdo basicamente usados como estabilizadores de 6leos e intermediarios na producdo dos
seus derivados (Fait ef al, 1994). Dentre os diferentes grupos de compostos a base de
estanho, sdo os compostos triorganoestanhosos os mais estudados sob o ponto de vista
toxicologico (Guard et al, 1981). Um levantamento do consumo estimado de produtos a

base de compostos organoestanhosos realizado na década de 1980 encontra-se ilustrada

na Figura 1.

Compostos tributil estanho (TBT) tém sua principal aplicacdo como agentes
biocidas. O TBT foi inicialmente proposto como bactericida (e.g desinfetante de uso
hospitalar), ¢ como moluscicidas no combate da Biomphalaria glabrata, vetor do
Shistossoma mansoni em éreas endémicas (Cardarelli, 1977 e Duncan, 1980). No
entanto, apds a descoberta de sua potente acdo antiincrustante, a adicdo de TBT em

tintas para uso proprio em embarcacdes, redes de pesca, plataformas para exploragao de

1



petréleo, boias para auxilio a navegacdo e tubulacdes de usinas nucleares, passou a
representar a principal aplicagdo deste composto. A utilizacdo de tintas contendo acima
de 20% de TBT em sua composi¢do previne a adesdo e o crescimento de crustaceos,
plancton, bactérias, algas e outros organismos nos cascos de embarcagdes, o que reduz o
custo de manutengdo com limpeza e o consumo excessivo de combustivel devido as
incrustagoes bioldgicas (Boyer, 1989). A bioincrustagdo, além de provocar graves danos
nas estruturas submersas, causa prejuizos economicos 0bvios, porque torna irregular e
rugosa a superficie dos cascos aumentando o arrasto e reduzindo a velocidade das
navegacoes. Estima-se uma economia anual de 2 bilhdes de dolares com o uso destes

compostos (Champ, 1999).

Estabilizador de PVC
Catalisador

Antiincrustante

Pesticidas

Preservativo de madeiras

ORUUEE

Protegdo de material

Figura 1: Estimativa de consumo de compostos organoestanhosos em 1985, antes
da regulamentagio de tintas antiincrustantes (Fonte: Fent, 1996)



O emprego de compostos tributil estanho em tintas de uso nautico faz com que
essa seja a principal via de entrada do TBT no ambiente aquatico (WHO, 1980). Outras
possiveis vias de entrada e distribuicdo dos compostos organoestanhosos no meio
ambiente ocorrem através da aplicagdo agricola de compostos trifenil estanho (TPT), o
que contamina o solo ¢ os corpos de agua. Apesar do TPT ser também usado como
agente antiincrustante em adi¢ao ao TBT, sua principal aplicagdo ¢ agricola, onde este ¢
usado como agente fungicida, sobretudo nas plantacdes de batata, beterraba, café e
arroz. Apesar das estimativas serem escassas, alguns relatos demonstram que o
consumo de TPT como fungicida agricola nao ¢ raro. Em paises europeus, como e.g. a
Holanda, o consumo anual de trifenil acetato de estanho (TPTA) na safra de batata do
ano de 1987 foi de 300 t, o que representa aproximadamente 8% do total de fungicidas

utilizados neste pais (Fent, 1996).

A Figura 2 ilustra algumas outras vias importantes de entrada de compostos
organoestanhosos no meio ambiente. A contaminagdo com TBT pode decorrer da
lixiviagdo ou do proprio desgaste de produtos a base de PVC e outros inumeros
produtos industriais revestidos e/ou protegidos por este composto, sobretudo os
compostos mono-butil de estanho e di-butil de estanho, que contaminam, via de regra,
os sistemas de tratamento de esgotos municipais. O descarte de produtos contendo
compostos organoestanhosos em aterros sanitarios pode levar a contaminagdo do solo e
do lengol freatico. J4 em incineradores municipais, compostos organoestanhosos sdo
decompostos em 60xido de estanho e em outros produtos de combustao, considerados de

toxicidade relativamente baixa.

Embora ocorra a emissdo de compostos organoestanhosos no ar durante a
aplicacdo de pesticidas, ou a partir de superficies revestidas com estes compostos, esta
forma de contaminagdo ambiental ndo ¢ considerada de grande importancia. Isto porque
TBT e TPT, além de apresentarem baixa pressdo de vapor, sdo rapidamente

decompostos por fotodegradacao (Fent, 1996).
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Figura 2: Vias de entrada dos compostos organoestanhosos no ambiente



A contamina¢do mundial de peixes e outros organismos de origem marinha por
TBT e TPT ¢ apreciavel. Apesar de nas tltimas décadas a adicdo de TBT em produtos
antiincrustantes ter sido mais abundante do que a adi¢do de TPT, os niveis residuais
destes dois compostos em peixes e mariscos sdo comparaveis, havendo, entretanto
diferencas consideraveis quanto aos niveis residuais encontrados nas diferentes espécies
de peixes estudadas (WHO, 1999). Os niveis residuais sdo bem mais elevados em
peixes de cativeiro e naqueles encontrados em baias e em dareas costeiras, quando
comparados com peixes pelagicos. Apesar dos compostos TPT serem degradados por
defenilagdo seqliencial e serem excretados em forma conjugada varios estudos tém
demonstrado que tais compostos sofrem bioacumulagdo ao longo da cadeia alimentar e
que a exposicdo humana pode ocorrer através da ingestdo de frutos do mar

contaminados (WHO, 1999).

Desde que as tintas contendo TBT e TPT comegaram a ser utilizadas em larga
escala, no inicio da década de 1970, pensou-se que essa seria a solu¢do para o antigo e
oneroso problema da bioincrustagdo. No entanto, ja nessa época surgiram as primeiras
evidéncias de efeitos prejudiciais em muitas outras formas de vida marinha além dos
organismos incrustantes. Os primeiros apontamentos de problemas ambientais
decorrentes do uso de compostos a base de estanho foram registrados no final dos anos
1970, apdés a observacdo de um drastico declinio na producdo de espécies
economicamente importantes na Baia de Arcachon, na Franga. A principal alteragdo
biologica atribuida ao amplo uso de compostos organoestanhosos foi a morte de ostras e
larvas de moluscos, além do aparecimento de 6rgdo sexual masculino em gastropodes
fémeas (Fernandez et al, 2002). Esse ultimo efeito, um fendmeno observado apos
distarbio hormonal induzido é denominado imposex, e altera a propor¢ao sexual desses
organismos no meio ambiente. Compostos organoestanhosos sao por isso considerados

desreguladores endocrinos.

Diante do acidente ocorrido na Baia de Arcachon, a Franca foi o primeiro pais a
regulamentar o uso de compostos organoetanhosos com aplicagdo antiincrustante, na
tentativa de reduzir as concentragdes ambientais. Em 1982, a Franca baniu o uso de
tintas a base de estanho em embarcacdes com dimensdes menores que 25 metros de
comprimento. Essa proibi¢do foi posteriormente adotada por outros paises (Champ,

1999), tais como Inglaterra (1987), Estados Unidos (1988), Suécia e Nova Zelandia



(1989), Australia e Japdo (1990) e Dinamarca (1991). Alemanha, Austria e Suica
impuseram também restricdes em ambientes de agua doce. Recentemente, a Comissao
de Prote¢do Ambiental Marinha (CPAM) pertencente a Organizacdo Internacional
Maritima (IMO) recomendou que no ano de 2008 haja a proibicao global do uso de
compostos organoestanhosos em tintas de navios, além da suspensdo de novas
aplicagdes em embarcagdes ja a partir do ano de 2003 (Champ, 1999). Entretanto, ¢
importante que se ressalte, que no Brasil, bem como em outros paises em
desenvolvimento, ndo existe legislagdo impondo restricdes ou estabelecendo niveis

permissiveis desses compostos no meio ambiente.

1.2 Trifenil Hidréxido de Estanho (TPTH)

1.2.1 Identidade e propriedades fisico-quimicas
Compostos trifenil estanho (TPT) sdo derivados trifenilicos do estanho

tetravalente. Eles apresentam a formula geral (C¢Hs); Sn-X, onde X € um anion ou um

grupo anionico, i.e. o cloro, o hidroéxido ou o acetato.

Sn

X

Figura 3: Estrutura quimica geral de compostos trifenil estanho.

As propriedades fisico-quimicas do TPT dependem do anion ligado ao estanho.
Em temperatura ambiente, com pH entre 3-8, o TPTA (trifenil acetato de estanho) e

TPTCI (trifenil cloreto de estanho) sdo rapidamente hidrolisados em TPTH. Como



conseqliéncia, os resultados de muitos estudos com TPTA e TPTCI s3o aplicados ao

TPTH. Esses compostos sao lipofilicos e tém baixa solubilidade em agua.

1.2.2 Fontes de exposicio humana e ambiental

O TPTH apresenta potente agdo algicida, fungicida e moluscicida. Como
descrito anteriormente, a adi¢do deste composto em tintas proprias para uso em
embarcacdes impede a bioincrustagdo, o que promoveu seu amplo uso na década de
1970. Anos depois, observou-se que o TPTH apresenta potente agdao tdxica para
organismos aquaticos ndo-alvo. Por ser extremamente toxico a vida marinha, a
producdo de TPTH foi banida em muitos paises desenvolvidos, apesar das vantagens
econdmicas que representava a aplicacdo de um agente biocida tao potente. Entretanto,
o TPTH, assim como outros compostos a base de estanho, ainda vém sendo usados
como estabilizadores de PVC, em preservativos da madeira e na produgdo de pesticidas.
O TPTH ¢ utilizado no Brasil como pesticida agricola, com aplicacdo em lavouras e no
tratamento de sementes para plantio em culturas de amendoim, arroz, batata, cacau,

cenoura e feijao (ANVISA, 1985).

Além de representar risco ao ecossistema, principalmente as populagdes
aquaticas nao-alvo, estudos realizados em mamiferos demonstram que o TPTH pode
induzir uma variedade de alteracdes fisiologicas. Os efeitos induzidos pelo TPTH
incluem: marcante neurotoxicidade e imunotoxicidade, indu¢ao de apoptose em
timodcitos, indu¢do de hiperplasia/adenomas em 6rgaos endocrinos, e irritagdo ocular
(WHO, 1999). O TPTH apresenta toxicidade aguda moderada em roedores e ndo ¢
carcinogénico, entretanto, alguns dados sugerem uma possivel acdo co-clastogénica

(WHO, 1999).

1.2.3 Métodos analiticos

TPT e seus produtos de degradagdo podem ser analisados em alimentos e em
amostras ambientais ou de origem bioldgica a partir da utilizagdo de uma variedade de

técnicas, dependendo do meio e da sensibilidade necessaria para cada analise.



Normalmente, o processo tem inicio com a extracdo liquida ou adsorsdo em
matrizes soélidas, seguido por re-extracdo e/ou concentragdo (WHO, 1999). A
quantificacdo pode ser realizada utilizando-se espectrometria de absor¢do atdomica,
cromatografia gasosa com detector fotométrico de chama, espectrometria de massa, ou

ainda cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Os limites de detec¢do destas técnicas situam-se na faixa de ng/litro para
amostras de dgua e <l pg/kg para sedimento e amostras de origem biologica (WHO,
1999). Nao encontramos na literatura trabalhos relacionados a toxicocinética do TPTH

em roedores.

1.2.4 Transformacao, distribuicio e transporte no ambiente.

A degradagdo do TPT ocorre através de uma seqiiéncia de defenilagdo resultante
da clivagem da ligacao estanho-carbono através de mecanismos biologicos, quimicos ou
térmicos e irradiagdo ultravioleta. A clivagem biologica e por irradiacdo ultravioleta sdo
consideradas os processos mais importantes. Fatores abidticos, tais como, temperatura
elevada, aumento da intensidade da luz solar, e condi¢des aerdbicas parecem aumentar a

degradacao de TPT no ambiente (WHO, 1999).

O TPTH ¢ fortemente adsorvido pelo solo e sedimentos, portanto, a
contaminagdo de plantas, via raizes, ¢ extremamente baixa. A persisténcia do TPTH
depende do tipo de solo e de seu pH. Em solo arenoso e sedimentado sua meia-vida foi
registrada como sendo cerca de 1 a 3 meses, j4 em solo inundado a meia-vida foi
estimada em 126 dias. Em agua, a meia-vida estimada do TPT ¢ de 2 a 3 semanas

(WHO, 1999).

1.2.5 Exposi¢cao humana

Nao existem dados disponiveis sobre exposi¢do ocupacional ao TPTH. Os

poucos relatos de envenenamento que foram divulgados até hoje registram efeitos

neurotoxicos que, aparentemente, sao persistentes (WHO, 1999).



Além da exposi¢cdo ocupacional, a exposi¢do humana pode se dar através da
ingestdo de alimentos contaminados, sobretudo produtos agricolas e frutos do mar. Em
paises como Inglaterra, Alemanha e Estados Unidos, em que TPT tém freqiiente
aplicacdo agricola, os niveis de residuos encontrados nos alimentos sdo periodicamente
monitorados pelos o6rgdos federais de vigilancia sanitaria (FAO, 1991) e a ingestao
diaria aceitavel (IDA=25ug/kg de peso corpoéreo dia) estabelecida pelo JMPR (Joint
FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues) ¢ criteriosamente obedecida. No Brasil,
apesar de serem livremente comercializados, ndo hd dados disponiveis na literatura

sobre a exposi¢ao humana ou ambiental a compostos organoestanhosos.

1.2.6 Toxicidade aguda e sub-cronica

ApoOs administracdo oral de TPTH, os sinais toxicos observados em varias
espécies incluem anorexia, vOmito, tremor, diarréia e ataxia. A DLsy aproximada,
calculada ap6s administragdo oral de TPTH ¢ 160 mg/kg de peso corporeo para ratos e

100-245 mg/kg de peso corporeo para camundongos (WHO, 1999).

A avaliagdo da toxicidade sub-cronica oral do TPTH evidencia alguns sintomas
comuns em diferentes espécies estudadas, i.e diminuicdo do nivel sérico de
imunoglobulinas (Igs), redu¢do do ganho de peso corporeo e aumento do peso do
figado, além da morte de camundongos, ratos e caes tratados com doses relativamente
baixas (WHO, 1999). Os efeitos induzidos em camundongos foram observados a partir
de 3,4mg TPTH/kg/dia. Tais efeitos foram igualmente observados em ratos tratados por
via oral com doses maiores que 0,30mg TPTH/kg/dia. Em estudos realizados em caes, o
NOAEL (No Observed Adverse Effect Level, ou nivel mdxima de dose em que ndo
observa-se efeitos adversos) foi estabelecido em 0,21mg TPTH/kg/dia. Desta forma,
podemos dizer que camundongos sdo aparentemente mais resistentes aos efeitos

deletérios induzidos pela exposi¢ao sub-cronica ao TPTH.

1.2.7 Toxicidade cronica e carcinogenicidade

Os estudos de toxicidade cronica evidenciam uma maior suscetibilidade do

organismo feminino aos efeitos deletérios de compostos TPT (e.g. redugdo do peso



corpoéreo, alteragdo de componentes do sistema imune e aumento da taxa de
mortalidade). A maior susceptibilidade feminina foi observada tanto em ratos como em

camundongos.

Em estudos de carcinogenicidade, observou-se aumento da incidéncia de
adenoma hepatocelular em ambos os sexos e da incidéncia de carcinoma hepatocelular
exclusivamente em fémeas tratadas com TPTH. Um aumento da incidéncia de adenoma
hipofisario foi observado exclusivamente em fémeas, enquanto que em doses maiores
que 4,8 mg TPTH/kg, este mesmo estudo revelou um aumento da incidéncia de tumores

de células intersticiais do testiculo (células de Leydig) em ratos machos (WHO, 1999).

Embora o aparecimento de alguns tumores tenha sido detectado nestes estudos,
tais achados nao foram considerados estatisticamente significativos. Além disso,
estudos recentes sugerem que a hiperplasia de células de Leydig ¢ extremamente rara no
homem, e que o desenvolvimento de adenomas e alteracdes neoplésicas observados em
ratos sdo processos provocados por alteracdes hormonais especificas da fisiologia de
roedores e que apresentam pouca, ou nenhuma, relevancia sob o ponto de vista da
carcinogenicidade humana. Portanto, segundo comité formado pela Organizagao

Mundial de Saude (WHO, 1992), ndo se pode afirmar que o TPTH ¢ carcinogénico.

1.2.8 Genotoxicidade

Testes in vitro e in vivo de genotoxicidade, tal como, testes da mutagenicidade
da Salmonella (Teste de Ames), ensaios de aberracdes cromossOmicas, testes de
micronicleos em camundongos, ensaio citogenético em células de hamster chinés, teste
dominante letal em ratos, entre outros, mostraram resultados negativos, mesmo em altas
doses. Porém, dados recentes indicam que o TPT potencializa a genotoxicidade de
outras substancias. Sasaki et al. (1993) identificaram que compostos TPT
potencializam a inducdo de aberragdes cromossomicas pela mitomicina C em cultura de
células de ovario de hamster chinés quando tratados durante a fase G,. Da mesma
forma, uma agdo co-clastogénica foi encontrada por Yamada et. al. 1993, ao registrarem
um aumento na freqiiéncia de micronucleos induzida pela mitomicina C em
reticuléceitos periféricos de camundongos tratados por via intraperitoneal com TPTCI,

embora o TPTCI per se nao apresente acdo clastogénica (WHO, 1999).
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1.2.9 Imunotoxicidade

Efeitos sobre o sistema imune foram observados tanto em estudos de toxicidade
a longo prazo como em estudos a curto prazo. Como outros compostos
organoestanhosos, o TPTH mostrou propriedades imunossupressoras tais como,
promogdo de linfopenia e diminuigdo dos pesos de 6rgdos imuno-relacionados, i.e.,
baco e timo, resultando em alteragdes nas respostas humoral e celulares em ratos,

camundongos e cobaias.

1.2.10 Neurotoxicidade

Apb6s administragdo oral de TPT em roedores, observou-se aumento dos niveis
de estanho no tecido cerebral (WHO, 1999). No entanto, o TPT induz efeitos
neurotdxicos relativamente fracos quando comparados com aqueles induzidos apos
exposicao a outros compostos a base de estanho, tais como TBT, trietil estanho, e

outros.

1.2.11 Toxicidade reprodutiva

Com relagao a toxicidade reprodutiva e efeitos sobre o desenvolvimento pré- e
pos-natal induzidos por compostos organoestanhosos, pode-se dizer que, pelo menos até
o momento em que concluimos o levantamento bibliografico desta dissertacdo, ndo
existiam na literatura dados disponiveis sobre o potencial embriofeto-toxico do TPTH
em camundongos. No entanto, alguns estudos demonstram que os TPTs causam efeitos
sobre a reproducgdo de ratos, coelhos e hamster a partir de doses relativamente baixas,
em geral, toxicas também para o organismo materno. Diminui¢do do niimero de sitios
de implantagdes, do nimero de fetos vivos, e do peso médio fetal ao nascimento, além
de aumento do numero de reabsor¢do sdo alguns dos efeitos encontrados nestas

espécies.
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Apesar do estudo conduzido em ratas gravidas (Chernoff et al/ 1990 e Rodwell,
1985, apud WHO, 1999) nao demonstrar nenhuma alteracao estrutural que sugerisse
efeito teratogénico do TPTH, avaliagdes conduzidas em hamster (Carlton & Howard,
1982 apud WHO, 1999) evidenciam um discreto aumento na incidéncia de hidronefrose
e hidrocefalia, em niveis de dose em que sinais de toxicidade materna j& eram evidentes.
Além disso, estudo realizado recentemente com outro composto organoestanhoso, i.e. 0
tributil 6xido de estanho (TBTO), em camundongas gravidas, revelou um aumento da
incidéncia de fenda palatina, encurtamento da mandibula e fusdo dos ossos
exooccipital/basooccipital, sugerindo que o TBTO induz efeito teratogénico nesta

espécie (Faqi et al, 1997).

1.3 Avaliacio da toxicidade reprodutiva de xenobioticos

O estudo da toxicidade pré-natal ¢ considerado uma nova ciéncia, mas relatos
sobre observagdes em teratologia, i.e. alteracdes estruturais ao nascimento, sdo descritos
antes mesmo da linguagem escrita. Esculturas em marmore vindas do sul da Turquia,
que datam 6500 a.C., descrevem gémeos unidos (Warkany, 1983) e pinturas nas paredes
egipcias que demonstram anomalias humanas, e.g. fenda palatina, tiveram origem ha
5000 anos. Acredita-se que figuras da mitologia, tais como centauros € minotauros,

surgiram da observacao dessas anomalias (O Rahilly, 1992a).

Entretanto, a importancia da teratogénese induzida por fatores ambientais
despertou a atengao de pesquisadores, sanitaristas e médicos em geral apos a ocorréncia
de dois eventos distintos, hoje considerados marcos importantes no desenvolvimento de
métodos para a investigacao da etiologia das malformagdes congénitas em mamiferos.
Até meados da década de 1930, acreditava-se que o utero materno representava uma
barreira para o ambiente externo, proporcionando um ambiente protegido para o feto, e
que as malformagdes em mamiferos tinham origem essencialmente genética. No
entanto, uma epidemia de rubéola na Australia associada ao aumento de casos de
criancas nascidas com uma sindrome que incluia malformagdes oculares,
cardiovasculares, surdez e retardo mental, como relatado por Gregg em 1941 (apud
O’Rahilly, 1992), derrubou o conceito anterior e tornou claro que o ambiente externo

poderia comprometer o desenvolvimento fetal.

12



O segundo evento se deu no final da década de 1950, quando a talidomida
(Contergan®) — um medicamento sedativo/hipnético desenvolvido pela industria alema
Chemie Griinenthal, amplamente prescrito e utilizado em larga escala por mulheres
gravidas em varios paises levou ao aparecimento de malformagdes raras, conhecidas
como amelia e focomelia, que se caracterizam pela reducdo em diferentes graus

(focomelia) ou pela total auséncia (amelia) de um ou mais membros (Taussig, 1962).

Em virtude deste acontecimento, que ficou registrado na histéria como a
“Tragédia da Talidomida” a inquietude quanto a inocuidade de xenobidticos durante a
gravidez e a prevengdo de defeitos congénitos, através da identificagdo de teratdgenos
em potencial passou a ser uma preocupacao da Saude Publica. As agéncias regulatorias
€ 0s organismos internacionais pertinentes, por sua vez, tornaram mais rigorosas as
exigéncias quanto aos estudos de seguranca e eficicia de novos medicamentos, ai
incluidos os estudos de toxicidade reprodutiva, e estenderam tais exigéncias a outros

produtos, tais como pesticidas, aditivos alimentares e substancias quimicas em geral.

Na verdade os agentes quimicos podem afetar o ciclo reprodutivo em qualquer
das suas diferentes fases. Um agente quimico pode, por exemplo, impedir ou inibir
temporariamente a reprodugdo, pode ainda causar defeitos de desenvolvimento na prole
exposta e assim por diante. Desta forma os estudos de Toxicidade Reprodutiva t€ém que
ser igualmente abrangentes para que se possa detectar diferentes tipos de agravos nas
diferentes fases do ciclo reprodutivo. As diretrizes internacionais do FDA (US Food &
Drug Administration) ¢ da ECC (European Economic Community) recomendam a

realizag¢ao do estudo de Toxicidade Reprodutiva em trés segmentos (Figura 4).

Recentemente, varios fatores, tais como o aumento do conhecimento do
processo reprodutivo basico e a crescente divergéncia nos desenhos de estudos
empregados em diferentes paises, levou a publicacdo de novos protocolos aceitos
internacionalmente, que estdo resumidos, ao lado dos trés segmentos anteriores, na
Tabela 1. Essas diretrizes harmonizadas sao resultados da Conferéncia Internacional de
Harmonizagao de técnicas necessarias para o registro de drogas de uso humano (ICH)

(Riecke, 2002).
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SEGMENTOS PERIODOS DE TRATAMENTOS
. I
Fertilidade e 70-90 dias antes do
desempenho cruzamento (macho)
reprodutivo !
1
14 dias antes i
do cruzamento : .
(femea) i Dia 6-15 po6s cruzamento
11 i
Embriofetotoxicidade
1
i Dia 15 pés cruzamento
11 !
Desenvolvimento Peri i
e Pos-Natal i
|
> im:planta(;ﬁo
CICLO . :
espermatogénese
REPRO ~
organogénese
DUTIVO Pré- crescimento Desenvolvimento pds-natal
— implan
oogénese tagiio
cruzamento cesarea desmame
Gametogénese Gestacao Lactacao Maturacao

Figura 4: Esquema geral dos estudos de Toxicidade Reprodutiva, denominados Segmentos I, II e III, recomendados pelo

FDA (US FDA, 1996)



Tabela 1: Resumo dos Protocolos Regulatorios in vivo para avaliagdo da

toxicidade sobre o desenvolvimento

ESTUDO EXPOSICAO DESFECHOS COMENTARIOS
REGISTRADOS
Segmento 1 Desenvolvimento do gameta, Avalia a capacidade reprodutiva

Fertilidade e Desempenho

Machos: 10 semanas

fertilidade, viabilidade pré-e

de machos e fémeas apods a

reprodutivo antes do acasalamento pds-implantacdo, nascimento exposic¢ao por todo o ciclo
R lactag@o. rmatogéni éni
Fémeas: 2 semanas e lactagdo espe ogénico e oogénico
antes do acasalamento
Segmento 2 Da implantagdo ao Viabilidade e morfologia Exposicdo curta para prevenir

Embriofeto-toxicidade

final da organogénese

(analise externa, visceral e
esquelética) do concepto

antes do nascimento.

adaptacao do metabolismo
materno e fornece alta exposigdo
ao embrido durante periodo de
vulnerabilidade associado a
gastrulacdo e organogénese

Segmento 3
Desenvolvimento peri e
pos-natal

Do ultimo trimestre da
gestacdo até a lactagdo

Sobrevivéncia pos-natal,
crescimento e morfologias

externas

Observa os efeitos sobre o
desenvolvimento dos principais
orgdos funcionais durante o
periodo peri-natal

ICH 4.1.1
Protocolo de fertilidade

Machos: 4 semanas
antes do acasalamento
Fémeas: 2 semanas
antes do acasalamento

Machos: peso e histologia
dos orgéos reprodutivos,
motilidade e contagem dos

espermatozoides.

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

Avaliagdo dos desfechos
reprodutivos dos machos;
duracdo do tratamento ¢ menor
do que no Segmento 1

ICH 4.1.2

Efeitos sobre o
desenvolvimento pré-
natal e pos-natal,
incluindo func¢des

Da Implantagdo ao
final da lactag@o

Toxicidade relativa de
fémeas gravidas vs nao

gravidas; viabilidade pds-

natal, crescimento,

desenvolvimento, e déficits

Semelhante ao estudo de
Segmento 1

maternas. funcionais (incluindo

comportamento, maturagdo e

reprodugdo).
ICH 4.1.3 Da Implantagéo ao Viabilidade e morfologia dos Semelhante ao estudo de
Efeitos sobre o final da organogénese fetos (analise externa, Segmento 2, usualmente
desenvolvimento visceral e esquelética) antes  conduzido em duas espécies
embriofetal do nascimento. (roedor e nao-roedor).
OECD 414 Da Implantagdo (ou Viabilidade e morfologia dos Semelhante ao estudo de

Estudo da toxicidade

sobre o desenvolvimento

pré-natal

acasalamento) até um
dia antes da cesarea

fetos (analise externa,

visceral e esquelética) antes

do nascimento.

Segmento 2, usualmente
conduzido em duas espécies
(roedor e ndo-roedor).

Fonte: Rogers & Kavlock, 2001.
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I. 4 Relevancia do Estudo

A constatacdo de que compostos organoestanhosos agridem fortemente o meio
ambiente ocorreu ha mais de duas décadas atras. No entanto, como a propria historia
nos mostra, as tentativas de substituicdo por novos agentes antiincrustantes nio se
consumaram ¢ os processos de regulamentacdo da producdo, consumo e utilizagao
destes compostos, além de serem extremamente lentos, diferem fortemente entre as

diferentes nagoes.

Enquanto a maioria dos paises europeus € o Estados Unidos baniram o uso de
tintas antiincrustantes a base de estanho em embarcagdes de pequeno porte ainda na
década de 1980, no Brasil e em paises em desenvolvimento ndo existe legislagdo
impondo restricdes ou estabelecendo niveis permissiveis destes compostos no meio

ambiente.

Como resultado da restricdo de uso de compostos organoestanhosos como
agentes antiincrustantes em alguns paises, a aplicagdo do TBT e TPT se tornou menor
na década de 1990. No entanto, os compostos organoestanhosos permanecem no
ambiente aquatico porque ainda sao amplamente usados em embarcagdes de grande
porte e em estruturas de auxilio a embarcacdes, e devido ao acimulo na cadeia
biologica e a falta de controle da produ¢do, aplicagdo e monitoramento dos niveis de
contamina¢do humana e ambiental em paises em desenvolvimento. Além disso, como se
trata de um produto de uso agricola, a preocupagdo com a exposi¢ao ocupacional deve
prevalecer, sobretudo em paises como o nosso, em que o consumo de pesticidas tem
crescido rapidamente, mas na maioria dos casos, ndo existe controle eficaz sobre a
venda destes produtos, ndo hd monitoramento da exposi¢do ocupacional, os
diagnosticos dos casos de intoxicacdo sao falhos e os equipamentos de protecao

individual ndo sdo utilizados rotineiramente (Delgado ef al. 1998 e Forget, 1991).

Desta forma, podemos dizer que a resposta a questdo levantada neste estudo ¢
importante em termos de possivel reavaliacdo de risco do TPTH, sobretudo em paises
como 0 nosso, em que compostos organoestanhosos sdo livremente comercializados,

sem que, no entanto, haja dados disponiveis sobre contaminagdo humana ou ambiental.
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II. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial embriofeto-toxico do TPTH
em camundongos, investigando mais especificamente os seguintes efeitos induzidos in

utero por este composto:
1. embrioletalidade,

2. retardo do crescimento fetal, e

3. aparecimento de malformagdes viscerais e esqueléticas (i.e. efeito teratogénico).
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III. MATERIAL E METODOS

II1. 1 Reagentes
Os seguintes reagentes foram usados neste estudo:

1) Trifenil Hidréxido de Estanho — TPTH
Pureza: 97,3%

Lote: AARA 00192

AGREVO

2) Oleo de milho Mazola®

Procedéncia: Refinacdes de milho Brasil, Brasil.

3) Acido cloridrico
Lote: 1216036003
Merck

4) Ferrocianeto de potassio
Lote: A813384510
Merck

5) Sulfeto de amonio
Lote: 737U617242
Merck

6) Formaldeido
Lote: 011656
ISOFAR

7) Alcool benzilico
Lote: 931521

Vetec Quimica Fina Ltda
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8) Alcool etilico
Lote: 007029
Merck

9) Alizarina Red S
Lote: 914K00332679
Merck

10) Glicerina
Lote: 941452
Vetec Quimica Fina Ltda

11) Hidréxido de potassio
Lote: 921575
Vetec Quimica Fina Ltda

12) Eter dietilico

Lote: K31196021
Merck

II1. 2 Preparo de solucoes

As seguintes solugdes foram preparadas no laboratério:

e Solu¢ao de Bouin
Formaldeido

Agua destilada
Acido acético glacial

Acido picrico

e Formol 5% em agua destilada

100 ml
300 ml
20 ml

a saturacao
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II1. 3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, com idade
entre 50 e 60 dias, originarios do Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os
animais foram alojados em gaiolas de plastico com tampa de ago inoxidavel (33,5 x
40,5 x 17,0 cm) e cama de maravalha de pinho branco, e aclimatados durante os 10 dias

que antecederam o inicio do experimento.

Os animais receberam agua ¢ racdo comercial para ratos (Nuvilab® - Nuvital
Ltda., Curitiba, Parana) ad libitum. Todos os animais foram mantidos no biotério, com
os seguintes controles ambientais: temperatura (23 + 2°C), umidade relativa do ar (cerca
de 70%) e ciclo claro-escuro constante (periodo claro de 8 as 20 horas). As trocas das
camas de maravalha e agua foram feitas duas vezes por semana, e a ragdo foi substituida

semanalmente.

II1. 4 Acasalamento

O acasalamento dos animais foi realizado segundo o procedimento proposto por
Chahoud & Kwasigroch (1977). Duas fémeas foram transferidas para a gaiola de um
macho durante as duas tltimas horas do periodo escuro (6 as 8 horas da manhd). Em
seguida as fémeas foram retiradas e examinadas para a verificagdo da ocorréncia do
cruzamento. O cruzamento foi confirmado pela presenca do p/ug (massa esbranquicada
de espermatozoides) na abertura vaginal. As primeiras 24 horas apds a confirmagao do

cruzamento foram consideradas como dia "0" de gravidez.

II1. S Tratamento
Apbs a confirmagdo do cruzamento as fémeas foram pesadas (dia 0), alojadas

em gaiolas individuais e incluidas aleatoriamente a um dos seguintes grupos

experimentais:
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Grupo Experimental N° de fémeas gravidas

(Salewisk positivo)*

Controle (6leo de milho) N=20
3,75mg TPTH/kg de peso corporal N=21
7,50mg TPTH/kg de peso corporal N=19
15,0mg TPTH/kg de peso corporal N=21
30,0mg TPTH/kg de peso corporal N=17

*Sitios de implantacdo detectados pelo método de Salewisk (Salewisk, 1964).

O TPTH foi diluido em 6leo de milho e administrado por via oral (entubagao
gastrica) do dia 6 ao dia 17 de gestagdo. O grupo controle foi tratado de forma
semelhante ao grupo tratado recebendo porém, apenas o veiculo (6leo de milho). O
tratamento foi realizado sempre na parte da manha (8 as 12 horas). Os animais foram

pesados diariamente durante todo o periodo de tratamento.

III. 6 Cesariana

No dia 18 de gestacdo as fémeas gravidas foram sacrificadas por inalacao de
CO2 (gelo seco). As cavidades abdominais foram abertas por uma ampla incisdo
longitudinal e o utero gravidico, o figado, o baco e o timo de cada animal foi
examinado. Os pesos do figado, baco e timo foram registrados. O ttero foi pesado com
todo o seu conteudo e posteriormente aberto, mantendo sempre a mesma posi¢ao que
ocupava no ventre materno. A parede uterina foi secionada com cuidado para evitar
danos aos fetos. O nimero de sitios de implantagdo, fetos vivos e mortos e o nimero de
reabsor¢des (intermedidria e tardia) foram registrados. Todos os fetos foram
identificados de acordo com sua posi¢do no interior do utero (feto numero 1

corresponde ao primeiro feto do corno direito) e examinados para verificar a presenca
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de malformagdes externas. Apos o exame, todos os fetos foram marcados com uma
caneta adequada segundo um codigo de identificagdo estabelecido pelo laboratorio e os
pesos foram registrados. Depois da pesagem, metade dos fetos foi escolhido
aleatoriamente e fixado em solugdo formol a 5% para leitura de esqueleto, e o restante

foi fixado em solu¢do de Bouin para posterior analise de visceras.

Apos os conteudos dos uteros terem sido examinados, os sitios de implantagao
foram identificados pelo método descrito por Salewisk (1964). O ttero foi imerso em
solugdo de sulfeto de amonio a 10%, por 10 minutos. Em seguida, o utero foi lavado em
agua corrente ¢ mergulhado por mais 10 minutos em uma solucdo formada por partes
iguais de ferrocianeto de potassio a 20% e acido cloridrico a 1%. Apos a coloragdo, os
sitios de implantacdo, que aparecem como pontos escuros na parede uterina, foram

localizados e contados.

I11. 7 Analise de Anomalias Viscerais

As anomalias viscerais foram avaliadas segundo método de microdisseccao

adaptado de Sterz (1977).

Ap0s ter sido cuidadosamente seco, o feto, ja fixado, foi pesado. Em seguida o
feto foi colocado em decubito dorsal e preso com duas agulhas a uma base de cortiga.
Os fetos foram examinados individualmente sob um estereomicroscopio (Zeiss SVI11,
Alemanha) quanto a presen¢a de anomalias viscerais. Com o uso de um bisturi o
abdome foi aberto por uma incisdo feita transversalmente acima do umbigo. Com o
auxilio de uma pinga a parede abdominal foi levantada deixando exposto o seu conteudo

interno.

Testiculos e uteros foram localizados e observados quanto a presenca de
malformagoes, i.e., posicdo ou forma irregular. Em seguida todos os demais 6rgados
abdominais foram retirados observando-se sempre tamanho, posi¢ao e forma. O figado
foi pesado e teve seus lobulos contados. Os rins, apds a avalia¢do do calibre e tamanho
dos ureteres, foram retirados e armazenados até o fim da leitura da ninhada. Entdo, o

pool dos rins foi pesado e foi feito um corte longitudinal, em cada um, para exame do
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interior do 6rgdo. O bago foi examinado e armazenado. Apds a leitura da ninhada o pool

de bago foi pesado.

O diafragma foi cuidadosamente pingado e observado para verificar se 0 mesmo

possuia perfuragoes.

As costelas foram entdo cortadas com uma tesoura, pelos lados direito e
esquerdo até a altura da clavicula. O esterno foi levantado, com o uso de uma agulha, e

fixado na propria base de cortica que ja prendia o feto.

O coragdo e os pulmdes foram cuidadosamente pesados apds terem sido
enxugados. O exame do coragdo foi meticuloso. Retirou-se o pericardio e as auriculas
para melhor visualizacdo de artérias e veias. A retirada do coragdo foi realizada

fazendo-se um corte nas artérias e veias bem proximo ao 6rgao.

O timo foi retirado e armazenado em solugdo salina até o fim da leitura para,
posteriormente, o pool ser pesado. Por apresentarem baixo peso, o bago, timo e os rins
foram pesados ao final da leitura de cada ninhada.

Foi feito um corte transversal na boca do feto para a visualizagdo do palato. A
cabeca foi secionada para exame do cérebro e ventriculos.

I1I1. 8 Andlise de Anomalias Esqueléticas

Apds sofrerem processo de diafanizagdo os fetos foram analisados quanto a

presenca de anomalias de esqueleto.

I11. 8.1 Processo de diafanizacio e coloracao com Alizarina Red S

Os fetos foram diafanizados e corados para analise de esqueleto segundo o

método proposto por Dawson (1926) com pequenas adaptagdes.

Apds permanecerem uma semana imersos em solucdo formol a 5%, os fetos

selecionados para exame de esqueleto foram lavados em agua durante dois dias. Em
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seguida os fetos foram eviscerados, segundo o procedimento anteriormente descrito e
confirmado o sexo. Depois da evisceracdo os fetos foram dispostos em celas
individuais, na divisoria metdlica contida na cuba de diafaniza¢do, separados por
ninhada, seguindo a ordem como foram numerados logo ap6s a cesarea. Assim, embora
a marca inicial desapareca com a diafanizagdo, ainda € possivel identificar cada feto de
acordo com a posi¢do que ocupava originalmente no utero materno. Em seguida os fetos
foram imersos em solu¢do de éter etilico/etanol (1:4) durante uma semana e,

posteriormente, lavados em 4dgua por mais um dia.

A etapa seguinte de diafanizagdo e coloragdo teve entdo inicio. Os fetos foram
imersos em solu¢do formada pela adi¢ao de 2ml de Alizarina Red S (0,3% em agua) a
998ml de solucdo de hidroxido de potassio a 10% (Alizarina-KOH). Ap6s um a dois
dias, quando a solu¢do se tornou marrom, houve troca da solugdo de Alizarina-KOH. A
troca de solug¢do se repetiu com os intervalos necessarios até os ossos ficarem bem
corados. Quando a visualizagdo do osso Atlas se tornou nitida, a concentragdo da
solugdo de Alizarina-KOH foi reduzida (Iml de Alizarina a 0,3% + 400ml de KOH a
10% + agua até completar 1200ml) e os fetos foram expostos a ela por um periodo

adicional de um a dois dias, no maximo.

Os fetos (com as partes moles transparentes e o esqueleto corado em vermelho)
foram lavados exaustivamente em agua e depois imersos em solucdo de alcool
benzilico/glicerol/etanol (1:2: 2) por um periodo de 24 horas. Em seguida os fetos foram
imersos ¢ mantidos na cuba de diafanizacao até¢ o exame do esqueleto. Toda a etapa de
diafanizacao/coloracdo durou, em média, duas semanas e foi realizada ao abrigo da luz

solar.

I1I. 8.2 Analise de Anomalias do Esqueleto Fetal

Os fetos diafanizados e corados foram retirados da cuba, colocados em uma
placa de Petri e examinados individualmente, sob um estereomicroscopio (ZEISS SV11,

Alemanha), para a presenca de anomalias de esqueleto.

Todos os ossos do esqueleto foram meticulosamente analisados quanto a:

I.presenca ou auséncia, 2.forma, 3.tamanho, 4.localizacdo e J.calcificacdo (normal,
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pobremente calcificado, esponjoso ¢ ndo calcificado). Foram examinados os ossos do
cranio, da coluna vertebral, as costelas, o esterno, os ossos da pelve, da cauda e dos

membros anteriores € posteriores.

II1. 9 Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado pela analise de variancia de uma
via (ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, quando os dados n3o se ajustavam a
uma curva normal. A existéncia de diferenca significativa entre dois grupos foi
estabelecida pelo teste de Duncan para amostras independentes, i.e., ndo-pareadas ou,
no caso de dados nao-paramétricos, pelo teste U de Mann-Whitney. As comparagdes
envolvendo proporg¢des foram feitas pelo teste do Qui-quadrado ou, alternativamente,

pelo teste exato de Fisher.
As diferencgas entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados por meio do programa

MINITAB® 10.5 (MINITAB Statistical Software, MTB Inc., PA, USA, 1995).
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IV. RESULTADOS

IV. 1 Efeitos sobre o organismo materno

A Tabela 2 mostra a evolucdo ponderal de fémeas tratadas com TPTH durante a
gravidez. Antes do inicio do tratamento com TPTH, i.e. at¢ o dia 6 de gravidez, nao
houve diferencas estatisticamente significativas de peso materno entre os diferentes
grupos experimentais. No entanto, ao final da gravidez, i.e. no dia 18, observamos uma
reducdo do peso materno nos grupos tratados com 15 mg TPTH/kg de peso corporeo
(48,18 £ 12,98) e 30 mg TPTH/kg de peso corpdéreo (41,50 + 10,85) quando
comparados com o grupo controle (62,10 £ 8,45). Logo nos primeiros dias de
tratamento com TPTH (peso no dia 11 menos o peso no dia 6) a reducdo do ganho de
peso corporal das fémeas expostas a 15 mg TPTH/kg e 30 mg de TPTH/kg ja se fazia
visivel. O ganho médio de peso corporal durante toda a gravidez (peso no dia 18 menos
o peso no dia 0) foi de 16,68 + 12,60 na dose de 15 mg TPTH/kg e de 8,58 + 10,72 na
dose de 30 mg TPTH/kg, ou seja, cerca de 2 e 3 vezes menores, respectivamente, do que
o ganho de peso observado no grupo controle (30,19 + §,53). A andlise do ganho de
peso durante todo o periodo de gravidez (dia 18-0), descontado o peso do utero, indicou

que o TPTH causou consistentemente toxicidade materna a partir de 7,5mg/kg (Figura

3).
A partir da dose de 15 mg TPTH/kg foram observadas altera¢des clinicas e

comportamentais sugestivas de toxicidade materna, tais como, perda de pélo,

hipoatividade e reducao do consumo de ragao.
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Tabela 2: Ganho de peso materno de camundongos tratados oralmente com TPTH (0; 3,75; 7,5; 15 e 30 mg/kg de peso corporal/dia) do dia
6 ao dia 17 de gestacao.

TRATAMENTO TPTH (mg/kg peso corporal)

0 3,75 7,5 15 30
Fémeas tratadas (N) 22 23 22 23 21
Fémeas gravidas (N) 20 21 19 21 17
Fémeas tratadas/ gravidas (%) 90,90 91,30 86,36 91,30 80,95
Ganho de peso materno (g)
Dia 0 31,91 +£2,03 32,08 + 3,28 30,99 £2,42 31,46 + 1,81 32,83 +£2,46
Dia 18 62,10 = 8,45 62,27 £ 6,15* 58,25 +9,69 48,18 £ 12,98*apc 41,50 £ 10,85%*ap.c
Peso do tutero gravidico 20,36 + 6,40 20,74 + 3,38*a 19.82 + 6,41 14,20 £ 9,15%ab.c 8,33 £ 9,47**ap.cd
Peso do dia 18 - utero 41,73+3,90 41,61+4,44% s 38,42+4.91 33,9845,01*ap.c 33,1743,39%*abc
Ganho de peso materno (g)
Dia 6-0 4,34 +£2,01 4,61 £1,53 4,18 +£2,08 4,36 +1,17 3,94+ 1,30
Dia 11-6 5,08 £1,63 4,93 +1,21 4,91+ 1,08 1,28 £2,96ab.c -0,79 + 3,29a.c
Dia 15-6 15,39 +£3,90 14,67 £3,38* 14,56 + 4,09 6,99 + 7,55ab.¢ 3,53 £ 6,58ab.c
Dia 18-15 10,46 + 3,64 10,90 + 3,45%* 8,51 + 4,85 4,90 £ 5,82%*abc 1,09 £ 4,13**abc.d
Dia 18-0 30,19 £ 8,53 30,20 £ 4,15* 27,26 £ 9,24 16,68 + 12,60*apc 8,58 £10,72%*apc
Dia 18-0 (menos o utero) 9,83 £3,10 9,41 +£2,32%4 7,43 £4,12a 2,48 £5,05%abc 0,24 £2,61**abc

Os dados sdo apresentados como média +desvio padrdo. Os valores percentuais foram analisados pelo teste kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney.
Outros pardmetros foram avaliados pela analise de varidncia de um critério (ANOVA), seguida pelo teste de Duncan. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
como estatisticamente significativa quando p<0,05. Os simbolos sdo designados como segue: a: diferente do controle; b: diferente da dose de 3,75 mg TPTH/kg; c:
diferente da dose de 7,5 mg TPTH/kg e d: diferente da dose de 15mgTPTH/kg. (# utero de um animal ndo foi pesado; * uma mae morreu durante o experimento; **
duas méaes morreram durante o experimento).



Ganho de peso em g
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CONTROLE

3,75 mg/kg

7,5 mglkg

15 mg/kg

30 mg/kg

Dia 6-0 Dia 11-6 Dia 15-6 Dia 18-15 Dia 18-0 Dia 18-0(-utero)

Figura 5: Ganho de peso corpdreo de fémeas gravidas tratadas oralmente com TPTH do dia 6 ao dia 17 de gestacao



IV. 2 Efeito sobre os 0rgaos maternos

Na Tabela 3 podem ser encontrados os valores de peso absoluto do timo,
figado e baco maternos no dia da cesarea, assim como o peso relativo [(peso do 6rgdo +

peso corporal no dia 18 menos o peso do ttero) x 100] destes o6rgaos.

No organismo materno, foi observada uma redugdo estatisticamente
significativa do peso absoluto e relativo de 6rgaos imuno-relacionados, tais como timo e

baco. Como demonstrado na Tabela 3, observamos dréstica reducao dos pesos absoluto

e relativo do baco a partir da dose de 7,5mg TPTH/kg de peso corpéreo. O TPTH
também induz reducdo do peso relativo do timo. Esta redug¢ao ocorreu nas doses de 7,5,
15 e 30mg TPTH/kg, apesar de ndo apresentar-se estatisticamente significativa

(p=0,0553) na maior dose estudada.

A partir da dose de 15 mg TPTH/kg houve uma diminui¢do do peso absoluto
do figado (2,64 = 0,56) em relacdo ao controle (3,24 + 0,48). Para verificar até que
ponto essa reducdo da massa hepatica seria apenas um reflexo da diminui¢do de massa
corporal total produzida pelo TPTH, comparamos também os pesos relativos do figado
nos grupos tratados e controle. A analise dos resultados referentes aos pesos relativos
dos figados maternos mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos, o

que sugere auséncia de um efeito direto do TPTH sobre a massa hepatica.
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Tabela 3: Peso dos 6rgaos maternos de camundongos tratados oralmente com TPTH (0; 3,75; 7,5; 15 e 30mg/kg de peso corporal) do dia 6
ao dia 17 de gestacao.

Tratamento TPTH (mg/kg de peso corporal)
0 3,75 7,5 15 30
Fémeas gravidas 20 21 19 21 17
Fémeas com reabsorc¢ao 1 0 1 5 8
total de ninhada
Bago (g) 0,17+0,05 0,15+0,07 0,13+0,03 ab 0,09£0,03 a,b 0,08+0,03 a,b,c
Baco % 0,39+0,11 0,37+0,16 0,3340,05 a 0,29+0,06 a,b 0,2620,06 a,b,c
Timo (g) 0,02+0,01 0,02+0,01 0,0240,02 0,01£0,01a 0,01£0,01
Timo % 0,06+0,02 0,05+0,02 0,05+0,05 a, »- 0,04+0,04 a,b 0,04£0,04 oy
Figado (g) 3,24+0,48 3,20+0,34 2,94+40,62 ab 2,64£0,56 ab.c 2,5340,41 ab.c
Figado % 7,7410,65 7,7240,63 7,5940,84 7,73£0,93 7,60+0,87
Peso do animal no dia 18 41,73+3,90 41,61+4,44% s 38,42+4.91 33,98+5,01*ab,c 33,1743,39%*apc

menos o utero (g)

Os dados s@o apresentados como média +desvio padrdo. Os valores percentuais foram analisados pelo teste kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney.
Outros pardmetros foram avaliados pela analise de varidncia de um critério (ANOVA), seguida pelo teste de Duncan. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
como estatisticamente significativa quando p<0,05. Os simbolos sdo designados como segue: a: diferente do controle; b: diferente da dose de 3,75 mg TPTH/kg; c:
diferente da dose de 7,5 mg TPTH/kg e d: diferente da dose de 15SmgTPTH/kg. (# utero de um animal nao foi pesado; * uma mae morreu durante o experimento; **
duas maes morreram durante o experimento), by (p=0,0577), e ay (p=0,0553).



IV. 3 Embrioletalidade

Nao houve alteragdao do niimero de sitios de implantacdo (Tabela 4). Entretanto,
a diminuicdo no numero de implantacdes por ninhada sugere a ocorréncia de perdas
gestacionais pré- e/ou peri-implantacdo e como o tratamento com TPTH teve inicio ap6s

a implantagao (dia 6), esse resultado ja era esperado.

O TPTH causou um aumento na propor¢cdo de reabsor¢des por sitio de
implantacdo nas doses de 15 mg TPTH/kg (29,73%) e 30 mg TPTH/kg (58,29%) em
relacdo ao controle (11,36%), bem como um aumento do nimero médio de reabsor¢des
por ninhada, sobretudo na maior dose estudada (7,27 £ 6,15). Esses resultados, portanto,
demonstram que a partir da dose de 15 mg/kg o TPTH induziu um aumento na
freqiiéncia de perdas pos-implantagdo (Tabela 4). Vale ressaltar que tais perdas sdo
predominantemente do tipo precoce, i.e. ocorrem logo apds a implantacdo, e que quando
consideramos o numero total de perdas dos tipos intermediarias e tardias, ndo ha
diferencgas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais. O numero de fetos
mortos também ndo difere entre as ninhadas tratadas in utero com TPTH e o grupo

controle.

A propor¢ao de fetos vivos por sitios de implantacdo nas maes tratadas com
doses de 15 mg TPTH/kg (69,11%) e 30 mg TPTH/kg (42,78%) foi claramente inferior
a propor¢ao encontrada nas maes do grupo controle (88,64%). Esse efeito embrioletal
também pode ser evidenciado quando analisamos o numero médio de fetos vivos por

ninhada.

O numero de fetos vivos por implantacdo ¢ inversamente relacionado ao nimero
de reabsor¢des por implantagdo. Portanto, o aumento de reabsor¢des ¢ a diminuicdo do
numero de fetos vivos indicam que o tratamento com TPTH durante a gravidez causou

uma expressiva embrioletalidade a partir da dose de 15mg/kg.
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IV. 4 Razio entre fetos fémeas e machos

A razdo entre o numero de fetos fémeas e machos (Tabela 4) dos grupos tratados
foi similar aquela do grupo controle, indicando que ambos os sexos respondem com

igual susceptibilidade a exposicao pré-natal ao TPTH.

IV. 5 Retardo do Crescimento Pré-Natal (intra-uterino)

Pode-se observar na Tabela 4 o ganho médio de peso corporal fetal individual e
por ninhada. Quando o peso fetal foi analisado considerando a ninhada como unidade
estatistica, o TPTH causou evidente reducdo do peso corporal fetal nas doses de 15 mg
TPTH/kg (1,12 £ 0,21) e 30 mg TPTH/kg (1,08 £+ 0,12) quando comparado com o grupo
controle (1,31 £ 0,07). No entanto, o TPTH levou a uma clara diminui¢do do peso fetal
a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg (1,28 £ 0,20), se considerarmos o peso individual
como unidade de medida. Esse procedimento estatistico pode superestimar o efeito
devido ao grande numero de animais avaliados, levando a um significado biologico

questionavel.

Os dados referentes as alteracdes do peso dos 6rgdos dos fetos e do peso do pool
dos orgdos encontram-se resumidos nas Tabelas 5 ¢ 6. A exposi¢do in utero ao TPTH
induziu um aumento do peso relativo do figado fetal (7,5 mg TPTH/kg = 7,96 + 0,94;
15 mg TPTH/kg = 7,75 £ 0,72; 30 mg TPTH/kg = 8,85 + 0,73) quando comparado com
o controle (6,92 £+ 0,73). A partir da dose de 3,75 mg TPTH/kg houve uma redu¢do
estatisticamente significativa do peso absoluto e relativo dos pulmdes quando
comparado com o grupo controle (Tabela 5). Apesar da redugdo induzida pela
exposicdo ao TPTH do peso médio dos pulmdes e do peso médio corporal dos fetos,
observou-se um aumento do peso absoluto e relativo do coracdo a partir da dose de 3,75

mg/kg de peso corporal (Tabela 5).

A Tabela 6 mostra a média de peso [peso do pool do 6rgao +~ soma do peso dos
fetos] do timo, bago, rim direito e rim esquerdo. Pode-se observar que nenhuma
alteracdo estatisticamente significativa foi encontrada em relagdo ao peso do baco apos

a administracdo do TPTH, e que o aumento do peso do timo em relacdo ao grupo

32



controle ocorreu somente nas doses de 3,75 mg/kg e 7,5mg/kg. O TPTH causou

aumento do peso dos rins direito e esquerdo nas doses de 7,5mg/kg e 15 mg/kg.
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Tabela 4: Dados da cesarea de camundongos tratados oralmente com TPTH (0; 3,75; 7,5; 15 e 30mg/kg de peso corporal) do dia 6

ao dia 17 de gestacao.

Tratamento TPTH (mg/kg de peso corporal)
0 3,75 7,5 15 30
Sitios de implantagao
Total (ninhada) 264 (20) 252 (20) 253 (19) 259 (20) 187(15)
N por ninhada (média +DP) 13,20+2,73 12,60+2,26 13,32+2,31 12,95+1,76 12,47+2,72
Reabsor¢oes
Total (ninhada) 30(14) 16(10) 32(12) 77(15) 109(13)
Por sitios de implantacdes (%) 11,36 6,352 12,65 b 29,73 ab.c 58,29 abc.d
Por ninhada (média £DP) 1,50+1,85 0,80+1,10 1,68+2,38 3,85+£5,25b  7,2746,15 ab.cd
Precoce(N) 9 1 11 64 101
Mediana (min.-max.) 0 (0-7) 0 (0-1) 0 (0-9) 0 (0-14) 7 (0-15) ab,c
Intermediaria(N) 17 7 18 7 5
Mediana (min.-max.) 0 (0-5) 0 (0-2) 0 (0-5) 0 (0-2) 0(0-2)
Tardia(N) 4 8 3 6 3
Mediana (min.-max.) 0 (0-1) 0 (0-4) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-1)
Fetos mortos 2 2 4 4 0
Fetos vivos
Total(N) 234(19) 238(20) 217(18) 179(15) 80(7)
Por sitios de implantagdes (%) 88,64 94,45 a 85,77 v 69,11 ab.c 42,78 ab,c.d
Por ninhada (média £DP) 11,70+3,87 11,90+2,10 11,42+4,07 8,95+5,61 5,33+6,15 ab.cd
Peso corporal (g)
Por ninhada (média =DP) 1,31+0,07 1,30+0,08 1,30+0,16 1,12+£0,21 abe  1,08+0,12 ab,c
Individual (média +DP) 1,31+0,12 1,30+0,12 1,28+0,20a 1,124£0,21 abec  1,06£0,15 ab.c.d
Fémeas/ Machos 115/118 127/111 116/101 87/91 43/37
razao 0,97 1,14 1,15 0,95 1,16

Os dados sdo apresentados como média +desvio padrdo. Os valores percentuais foram analisados pelo teste kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney, ou por Qui-
quadrado. Outros pardmetros foram avaliados pela analise de varidncia de um critério (ANOVA), seguida pelo teste de Duncan. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
como estatisticamente significativa quando p<0,05. Os simbolos sdo designados como segue: a: diferente do controle; b: diferente da dose de 3,75 mg TPTH/kg; c: diferente da
dose de 7,5 mg TPTH/kg e d: diferente da dose de 15mgTPTH/kg.



Tabela 5: Alteracao do peso dos 6rgaos de fetos expostos in utero a TPTH (0; 3,75; 7,5; 15 e 30mg/kg de peso corporal) do dia 6 ao
dia 17 de gestagao.

Tratamento TPTH (mg/kg de peso corporal)

0 3,75 7,5 15 30
N (ninhada) 19 20 18 15 7
Figado absoluto (g)  0,09+0,01 0,09+0,01 0,11£0,02 a 0,09+0,02 ¢ 0,09+0,02
Figado % 6,92+0,73 7,27+0,63 7,96+£0,94 ab 7,75+0,72 ab 8,85+0,73 ab,c.d
Pulmao absoluto (g) 0,040+0,008 0,031+0,006 2 0,031+0,007 a 0,022+0,006 a,b.c 0,018+0,002 a,b,c
Pulmao % 3,09+0,49 2,3140,36 a 2,31+0,41 a 1,93+0,30 a,b.c 1,70+0,12 ab.c
Coragao absoluto (g) 0,008+0,001 0,009+0,001a 0,010+0,002 a,b 0,009+0,002 2 0,009+0,002
Coragao % 0,63+0,08 0,71£0,08 a 0,79£0,10 a,b 0,82+0,09 a,b 0,83+0,10 a,b
Peso médio corporal 1,30+0,14 1,33+0,15 1,33+0,18 1,15+0,24 ab.c 1,08+0,13 ab.c

dos fetos fixados

Os dados sdo apresentados como média +desvio padrdo. Os valores percentuais foram analisados pelo teste kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Outros
parametros foram avaliados pela analise de varidncia de um critério (ANOVA), seguida pelo teste de Duncan. Em todos os casos, a diferenga foi considerada como estatisticamente
significativa quando p<0,05. Os simbolos sdo designados como segue: a: diferente do controle; b: diferente da dose de 3,75 mg TPTH/kg; c: diferente da dose de 7,5 mg TPTH/kg e
d: diferente da dose de 15mgTPTH/kg. Em toda a analise utilizou-se a ninhada como unidade de medida.



Tabela 6: Alteragdao do peso dos 6rgaos (pool) de fetos expostos in utero ao TPTH (0; 3,75; 7,5; 15 e 30mg/kg de peso corporal) do dia

6 ao dia 17 de gestacado.

TRATAMENTO TPTH (mg/kg de peso corporal)
0 3,75 7.5 15 30
N (ninhada) 19 20 18 15 7
Soma do peso dos 7,80+ 2,32 7,65+ 1,76 7,56+ 2,12 6,55+ 2,04 5,78+1,22
fetos fixados=DP
(g
Meédia de peso do 2,25 +£0,00 2,80 +£1,00 a 3,35+ 1,00 a,b 2,60+ 1,00 ¢ 2,35+1,000b, ¢
Timo (mg)
Média de peso do 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
Bago (mg)
Meédia de peso do 3,40 = 0,00 3,36 £ 0,00 3,75+ 1,00 a,b 3,86 0,00 a,b 3,77+ 1,00
Rim esquerdo (mg)
Média de peso do 3,52+ 1,00 3,61 +1,00 4,06+ 1,00 a,b 427 +0,00a,b 3,90+ 1,00

Rim direito (mg)

Os dados sdo apresentados como média +desvio padrdo (Peso do pool do 6rgdo+soma do peso dos fetos). Os valores percentuais foram analisados pelo teste
kruskal-Wallis, seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Em todos os casos, a diferenga foi considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. Os
simbolos sdo designados como segue: a: diferente do controle; b: diferente da dose de 3,75 mg TPTH/kg; c: diferente da dose de 7,5 mg TPTH/kg e d: diferente da

dose de 15mgTPTH/kg.



O retardo de desenvolvimento intra-uterino foi ainda mais evidente apds analise
do esqueleto fetal. Na Tabela 7 podemos verificar a ocorréncia de sinais de retardo de
animais expostos in utero as doses de 3,75 mg TPTH/kg e 30 mg TPTH/kg. Observou-
se um aumento da propor¢ao de fetos apresentando sinais de retardo de ossificagao, i.e.
0ssos nao calcificados, ossos pobremente calcificados e 0ssos esponjosos na menor dose
(3,75 mg TPTH/kg) estudada. O atraso de desenvolvimento esquelético foi
particularmente visivel nos ossos do cranio, patas dianteiras, patas traseiras, esterno,

coluna vertebral e cauda (Tabela 7) (Figuras 6 e 7).

Estes dados indicam que o TPTH retardou o desenvolvimento intra-uterino a
partir da dose de 3,75 mg TPTH/kg. E importante ressaltar que este retardo ocorreu
inclusive em doses da substancia (3,75 mg TPTH/kg) em que ndo se observou qualquer

sinal de toxicidade materna.
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Tabela 7: Ocorréncia de sinais de retardo de ossificagdo em fetos de camundongos
tratados oralmente com TPTH (0, 3,75, 7,5, 15 e 30 mg/kg de peso corporal/dia) do dia
6 ao dia 17 de gestacao

Tratamento TPTH (mg/kg peso corporal)

0 3,75 30
N° fetos examinados 121(19) 123(20) 42(7)
(ninhadas)
N° Fetos com retardo (%):
CRANIO
Basioccipital
Pobremente calcificado 2(1,71) 5(3,99) 22 (52,25)*°
Basisfendide
Pobremente calcificado 2(1,71) 8 (6,46) 23 (54,72) *°
Escamoso
Pobremente calcificado 3(2,47) 30 (24,13)" 9 (21,47)*°
Exooccipital
Pobremente calcificado 0 14 (11,21)" 3(7,22)°
Frontal
Pobremente calcificado 6 (4,94) 33 (26,41)" 31 (73,72)*°
Gonialo
Pobremente calcificado 2(1,71) 3(2,47) 4 (9,5)"
Hamulus
Pobremente calcificado 0 2 (1,52) 6 (14,25)"
Interparietal
Pobremente calcificado 27 (21,85) 63 (50,54)" 27 (64,22)"
Esponjoso 0 0 1(2,47)
Lamina orbital do frontal
Pobremente calcificado 3(2.47) 29 (23,18) ° 25(59,47) *°
Maxilar
Pobremente calcificado 3(2,47) 30 (24,13)° 10 (23,75)°
Orbitosfendide
Pobremente calcificado 2 (1,71) 27 (21,66) ° 27 (64,62) *°
Palato
Pobremente calcificado 2(1,71) 8 (6,46) “V 1(2,47)
Parietal
Pobremente calcificado 6(4,94) 32 (25,65) ° 39(92,72) ¢
Esponjoso 4 (3,23) 0 14 (33,25) *°
Preesfendide
Pobremente calcificado 1(0,76) 8(6,46)° 15(35,72) ¢
Osso ndo calcificado 0 0 1(2,47)
Nasal
Osso ndo calcificado 0 0 1(2,47)
Lacrimal
Pobremente calcificado 3(247) 30 (24,13) ° 25 (59,47) *°
Mandibula
Pobremente calcificado 0 1 (0,76) 0
Premaxilar
Pobremente calcificado 3(2,47) 30 (24,13)° 9(221,47)*
Processo Jugar Escamoso
Pobremente calcificado 3(2.47) 30 (24,13)° 9(21,47N*
Processo Jugar Maxilar
Pobremente calcificado 3(247) 30 (24,13) ° 9(21,47)°
Processo Palatino Maxilar
Pobremente calcificado 0 2(1,52) 9(121,47)°
Pterigéide
Pobremente calcificado 0 17 (13,68) * 9(221,47)*
Supraoccipital
Pobremente calcificado 0 0 40 (95,0) *°
Osso ndo calcificado 0 0 1(2,47)
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(continuagio Tabela 7)

Timpéanico

Pobremente calcificado 3(2,47) 3(2,47) 5(11,97)
Vomer

Pobremente calcificado 0 1(0,76) 1(2,47)
Zigomatico

Pobremente calcificado 3247 30 (24,13) ° 8(19,0)°
COLUNA VERTEBRAL

Cervical vertebral

Pobremente calcificado 0 23 (18,43) ¢ 3(7,22)°
Toracica lateral

Pobremente calcificado 1(0,76) 1(0,76) 1(2,47)
Toracica vertebral

Pobremente calcificado 3(2,47) 33(2641)* 10 (23,75)
Lombar vertebral

Pobremente calcificado 0 33 (26,41)° 18 (42,75) *°
Sacral vertebral

Pobremente calcificado 0 37 (29,64) ° 39 (92,72) *°
ESTERNO

Pobremente calcificado 13 (10,64) 40 (32,11)* 13 (30,97) °
Esternébra 1

Pobremente calcificado 1 (0,76) 1 (0,76) 1(2,47)
Esternébra 2

Pobremente calcificado 1(0,76) 1(0,76) 1(2,47)
Esternébra 3

Pobremente calcificado 1 (0,76) 1 (0,76) 3(7,22)°
Esternébra 4

Pobremente calcificado 1(0,76) 2(1,52) 5(11,97)°
Esternébra 5

Pobremente calcificado 47 (38,19) 60 (48,07) 20 (47.,5)
Osso ndo calcificado 2(1,71) 1 (0,76) 1(2,47)
Esternébra 6

Pobremente calcificado 0 0 20 (47,5) *°
Osso ndo calcificado 2 (1,71) 2 (1,52) 1(2,47)
COSTELAS

Pobremente calcificado 4 (3,23) 36 (28,88) ° 10 (23,75) ¢
PATAS DIANTEIRAS

Clavicula

Pobremente calcificado 0 53,99 a 0
Escapula

Pobremente calcificado 2 (1,71) 27 (21,66) a 2 (4,75)
Umero

Pobremente calcificado 2(1,71) 29 (23,18) a 2 (4,75)
Radio

Pobremente calcificado 2(1,71) 30(24,13) a 3(7,22)
Ulna

Pobremente calcificado 2 (1,71) 30 (24,13) a 3(7,22)
Metacarpo

Pobremente calcificado 11(8,93) 34 (27,17) a 12 (28,5) a
Metacarpo 3

Pobremente calcificado 1(0,76) 2(1,52) 0
Metacarpo 5

Pobremente calcificado 34 (27,55) 8 (6,46) 6 (14,25)
Osso ndo calcificado 2(1,71) 0 1(2,47)
Dedos

Pobremente calcificado 15 (12,16) 30 (24,13) ° 13 (30,97) *
Osso ndo calcificado 6 (4,94) 3(2,47) 2 (4,75)
Dedo 2

Pobremente calcificado 9(7,22) 1(0,76) 10 (23,75) ¢
Osso ndo calcificado 4(3,23) 2(1,52) 3(7,22)
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(continuagio Tabela 7)

Dedo S

Pobremente calcificado 0 0 18 (42,75) *°
Osso ndo calcificado 0 20 (15,96) * 3(7,22)°
Falange distal

Osso ndo calcificado 0 0 1(247)
PATAS TRASEIRAS

Metatarso

Pobremente calcificado 0 0 23 (54,72) *°
Osso ndo calcificado 0 1 (0,76) 1(2,47)
Metatarso 1

Pobremente calcificado 3(2,47) 15(11,97)° 14 (33,25) ¢
Dedos

Pobremente calcificado 0 0 31(73,72) *°
Osso ndo calcificado 19 (15,39) 36 (28,88)° 9 (21,47)
Fémur

Pobremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7 (16,72)
Fibula

Pobremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7 (16,72)
Tibia

Pobremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7(16,72)
TPH dis

Osso ndo calcificado 0 0 1(247)
PELVIS

Pubis

{’obremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7 (16,72)
Ilio

Pobremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7(16,72)
Isquio

Pobremente calcificado 10 (8,17) 34 (27,17)° 7 (16,72)
CAUDA

Pobremente calcificado 19 (15,39) 41 (32,87)° 41 (97,47 °

Os sinais de retardo de ossificagdo foram: osso ndo calcificado (todo o osso ndo corado), Pobremente
calcificado (todo o osso pobremente corado), osso esponjoso irregular (apresenta buracos). As
percentagens foram analisadas pelo teste de qui-quadrado ou, alternativamente pelo teste exato de Fisher.
Em todos os casos, a diferenca foi considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. Os
simbolos sdo designados como segue: a assinala os valores que diferem do controle, b os valores que

diferem da dose de 3,75mg TPTH/kg, e a i assinala p=0,056.

Em toda a analise utilizou-se o feto como unidade de medida.
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N

TRATADO CONTROLE

Figura 6: Sinal de retardo de ossificacdo de esqueleto (pata traseira - pobremente
calcificada) produzido em fetos de camundongos expostos in utero ao TPTH do dia 6
ao dia 17 de gestagao.




Figura 7: Sinal de retardo de ossificacdo de esqueleto (osso parietal - esponjoso)
produzido em fetos de camundongos expostos in utero ao TPTH do dia 6 ao dia 17 de
gestacao.



IV. 6 Malformacodes

IV. 6.1 Anomalias Visiveis Externamente

Agnatia, cauda encrespada, edema, hematomas, espinha bifida, exoencefalia,
exoftalmia e protusdo de lingua foram alguns dos achados observados ocasionalmente
nos animais do grupo controle e nos animais dos grupos tratados com TPTH (Tabela 8).
No entanto, um aumento consistente da incidéncia das anomalias visiveis externamente

em decorréncia da exposi¢ao pré-natal ao TPTH nao foi observado.

IV. 6.2 Malformacgoes Viscerais

A Tabela 9 mostra a ocorréncia de anomalias viscerais em ninhadas de
camundongos expostos in utero ao TPTH. Sinais de malformagdes viscerais, tais como
alteracdes de timo, e posigdo irregular de testiculos e corno uterino, foram evidentes a

partir de 7,5 mg TPTH/kg (Figuras 8,9, 10 e 11).

Na analise de alteragdes viscerais do grupo controle, ndo encontramos nenhum
feto com fenda palatina. No entanto, o aparecimento desta alteracdo se faz visivel a
partir da dose de 3,75 mg/kg (3 fetos com fenda palatina, i.e. 2,6% do total de fetos
avaliados neste nivel de dose). Nos grupos tratados com 7,5 mgkg e 15mg/kg,
observamos 1 feto (1%) e 3 fetos (3,5%) com fenda, respectivamente. J4 a maior dose
estudada induziu um aumento significativo da incidéncia de fetos com alteragdes de
palato, i.e. 14 fetos com fenda palatina, representando um total de 36,84% dos fetos

expostos in utero a este nivel de dose.

Em virtude da pronunciada variabilidade no grau de intensidade desta
malformagdo, que variam de “pequeno afastamento das rugas do palato” até “ampla
abertura do palato”, analisamos também a intensidade deste efeito usando uma escala
crescente de “graus” de fenda palatina. A escala inclui 4 niveis de efeito, classificados

como grau 0 (auséncia de efeito) e atingindo o grau méaximo (grau 3) (Figura 12).
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Nao observamos diferenca significativa entre os sexos no que diz respeito a

ocorréncia de anomalias viscerais.
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Tabela 8: Ocorréncia de Anomalias Viscerais Visiveis Externamente em ninhadas de
camundongos tratados oralmente com TPTH (0, 3,75, 7,5, 15 e 30 mgkg de peso
corporal/dia) do dia 6 ao dia 17 de gestacao.

TPTH mg/kg de peso corporal

0 3,75 7,5 15 30
N° de fetos examinados 234(19) 238(20) 217(18) 179(15) 80(7)
(ninhada)
CRANIO
Agnatia 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0)
Exoencefalia 1(1) 1(1) 0(0) 0(0) 1(1)
Exoftalmia 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
Hematoma no cranio 0(0) 3(3) 1(1) 3(3) 2(2)
Hematoma no focinho 0(0) 3(2) 0(0) 3(3) 0(0)
Hematoma préximo ao olho 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
Ponta do nariz arrebitada 2(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Orelha direita mais curta 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
Nariz curto 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
Nariz longo 0(0) 0(0) 33) 2(2) 2(2)
Protusdo da lingua 1(1) 1(1) 0(0) 0(0) 1(1)
COLUNA VERTEBRAL
Dorso flexionado 0(0) 0(0) 1(1) 1(1) 0(0)
Espinha bifida 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Hematoma no dorso 1(1) 1(1) 0(0) 0(0) 4(1)
Hematoma no pescogo 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
PATAS
Dedos da pata traseira afastados 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Hematoma na pata traseira 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1)
esquerda
Posi¢do irregular da pata dianteira 1(1) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
direita
Posigdo irregular da pata traseira 1(1) 2(2) 1(1) 2(2) 0(0)
direita
Posigdo irregular da pata traseira 3(3) 0(0) 0(0) 4(4) 0(0)
esquerda
Posi¢do irregular dedos da pata 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
dianteira
CAUDA
Cauda encrespada 1(1) 4(3) 0(0) 0(0) 0(0)
Cauda rudimentar 0(0) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
Hematoma na cauda 2(2) 3(3) 1(1) 0(0) 0(0)
OBSERVACOES GERAIS
Coéagulo na placenta 0(0) 3(1) 0(0) 0(0) 0(0)
Edema 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(2)
Feto avermelhado 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Feto palido 0(0) 2(2) 0(0) 1(1) 0(0)
Hematoma generalizado 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)

As percentagens foram comparadas pelo Teste de Qui-quadrado ou, alternativamente, pelo Teste de
Fisher. Em todos os casos, a diferen¢a foi considerada como estatisticamente significativa quando
p<0,05.
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Tabela 9: Ocorréncia de Anomalias Viscerais em ninhadas de camundongos tratados
oralmente com TPTH (0, 3,75, 7,5, 15 e 30 mg/kg de peso corporal/dia) do dia 6 ao dia

17 de gestacao.

Tratamento TPTH (mg/kg de peso corporeo)
controle 3,75 7,5 15 30
Fetos examinados (ninhada) 113* (19) 115*% (20) 103 (18) 85* (15) 38 (7)
Fémeas examinadas 55 62 57 34 21
Machos examinados 57 52 46 50 17
Fémeas/Machos (n°total) 0,96 1,19 1,24 0,68 1,24
PALATO
Fenda (grau 1) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
Fenda (grau 2) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
Fenda (grau 3) 0(0) 1(1) 1(1) 3(2) 144(5)™
% de fetos com fenda (grau 1, 2 e 3) 0% 2,6% 1,0% 3,5% 36,8%
% de fetos com fenda (grau 3) 0% 0,9% 1,0% 3,5% 36,8%
Total de fémeas com fenda 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 10%(5)™
grau 3 (ninhada) *
% do total de fémeas 0% 1,6% 0% 2,9% 47,6%
Total de machos com fenda 0(0) 0(0) 1(1) 2(2) 4*(3)*
grau trés (ninhada) °
% do total de machos 0% 0% 2.2% 4,0% 23,5%
Forma irregular rugas do palato 0(0) 0(0) 6(5) 3(3) 3(3)
TESTICULO
Direito
Posi¢ao irregular 0(0) 0(0) I(1) 3(2) 1(1)
Esquerdo
Posigdo irregular 0(0) 0(0) 2(2) 4(3) 2(2)
Direito e esquerdo
Posigdo irregular 0(0) 0(0) 4* (4 6% (5)™ 59(4)™
Total de fetos com posicio 0(0) 0(0) 7% (4) 13*(8)™ 84 (4)™
irregular de testiculo (ninhada)
% de fetos & com posigdo 0% 0% 6,8% 15,3% 21.1%
irregular de testiculo
CORNO UTERINO
Direito
Posigdo irregular 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 4* (3™
Esquerdo
Posicdo irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2)
Direito e Esquerdo
Posigdo irregular 0(0) 0(0) 0(0) 6° (5™ 3*3)™
Total de fetos com posi¢io 0(0) 1(1) 0(0) 6% (5)™ 9¢(5)™
irregular de corno uterino
(ninhada)
% de fetos @ com posi¢do 0% 0,9% 0% 7,1% 23,7%
irregular de corno uterino
Total de fetos com alteracdes 0(0) 1(1) 7 (4) 19%(10)™ 17%(6)™
de testiculo ou corno uterino
(ninhada)
% de fetos com alteragoes 0% 0,9% 6,8% 22,35% 44,74%
de testiculo ou corno uterino
FIGADO
Loébulo extra 1(1) 4(2) 0(0) 1(1) 0(0)
Forma irregular 0(0) 2(2) 0(0) 0(0) 1(1)
Nodulo 1(1) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0)
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(continuacio da Tabela 9)

TIMO
Forma irregular 0(0) 2(2) 18 (10)™ 25%(12)™ 19 (6)™
% de fetos com timo irregular 0% 1,7% 17,5% 29,4% 50%
Total de fémeas com timo 0(0) 2(2) 7 (6)™ 10*(8)* 1n*@G)*
irregular (ninhada)
% do total de féemeas 0% 3,2% 12,3% 29,4% 52,4%
Total de machos com timo 0(0) 0(0) 1*5* 15*(9)* 8% (5)™
irregular (ninhada)
% do total de machos 0% 0% 23,9% 30,0% 47,0%
RIM
Direito
Posigdo irregular 0(0) 2(2) 0(0) 0(0) 0(0)
Pequeno 0(0) 0(0) 3(2) 0(0) 0(0)
Hematoma 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0)
Forma irregular (lobulado) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
Pos irregular + pequeno 0(0) 0(0) 1(1) 1(1) 0(0)
Pos irreg + forma irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
Grande + forma irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
Esquerdo
Posigao irregular 0(0) 0(0) 0(0) 1(1) 2(2)
Tamanho 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Hematoma 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Forma irregular (lobulado) 0(0) 0(0) 1(1) 1(1) 0(0)
Pos irregular + hematoma 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0)
URETER
Forma irregular + alargado 0(0) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
Posicdo irreg + forma irreg 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0)
PULMAO
Auséncia de 16bulo acessorio 0(0) 2(2) 2(2) 1(1) 1(1)
Superficie irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2)
CORACAO
Posi¢ao irregular 0(0) 0(0) I(1) 1(1) 1(1)
Posigdo irreg + forma irreg 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
CEREBRO
Ventriculos laterais alargados I(1) 0(0) 2(1) 0(0) 0(0)
III ventriculo alargado I(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
OLHOS
Pequeno grau de microftalmia 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1)

As percentagens foram comparadas 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.

a=controle (feto como unidade de medida)

aazcontrole (ninhada como unidade de medida)

s nao observou-se diferenga significativa entre os sexos.

* Grupo em que ndo foi registrado o sexo de um feto.
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Figura 8: Incidéncia de fetos expostos in utero ao TPTH do dia 6 ao dia 17 de
gestagdo apresentando forma irregular do timo (a diferente do controle)



TRATADO

Figura 9: Posi¢do irregular do corno uterino de fetos expostos in utero ao TPTH do dia 6
ao dia 17 de gestacao (seta)



TRATADO

Figura 10: Posi¢do irregular dos testiculos de fetos expostos in utero ao TPTH do dia 6
ao dia 17 de gestacdo (seta)
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Figura 11: Incidéncia de fetos expostos in utero ao TPTH com posicao irregular do corno uterino e dos
testiculos (a diferente do controle).



ANALISE DE VISCERAS DIAFANIZACAO

Figura 11: Diferentes graus de fenda palatina de fetos expostos in utero ao TPTH do dia
6 ao dia 17 de gestagao



IV. 6.3 Anomalias de Esqueleto

A ocorréncia de malformagdes de esqueleto em fetos expostos ao TPTH do dia 6

ao dia 17 de gravidez esta ilustrada na Tabela 10. Observou-se um aumento marcante na

freqiiéncia das principais anomalias estruturais nos grupos tratados com 3,75 mg

TPTH/kg e 30 mg TPTH/kg. Este aumento se deveu, principalmente, a uma maior

incidéncia de alteragdes nos ossos do cranio (Figuras 13 e 14).

Animais dos grupos tratados quando comparados aos do grupo controle

apresentaram maior freqiiéncia das seguintes anomalias:

CRANIO:

Osso basioccipital (forma irregular: controle = 3,99%; 3,75 mg TPTH/kg
=18,43% e 30 mg TPTH/kg = 30,97%);

Osso basisfenoide (forma irregular: controle = 2,47% e 30 mg TPTH/kg
=40,47%);

Osso escamoso (assimétrico: controle = 0,76%; 3,75 mg TPTH/kg
0,76% e 30 mg TPTH/kg = 9,5%);

Osso frontal (ossificagdo incompleta: controle = 0%; 3,75 mg TPTH/kg
3,99% e 30 mg TPTH/kg = 71,25%);

Osso interparietal (ossificacdo incompleta: controle = 0% e 30 mg
TPTH/kg = 16,72%);

Osso pterigoide (forma irregular: controle = 0%; 3,75 mg TPTH/kg = 0%
e 30 mg TPTH/kg = 38,0%);

Osso preesfenoide (forma irregular: controle = 0%; 3,75 mg TPTH/kg =
0% e 30 mg TPTH/kg = 26,22%);

Osso supra-occipital (ossificacdo incompleta: controle = 15,39%; 3,75
mg TPTH/kg = 37,62% e 30 mg TPTH/kg = 80,75%); e (bipartido:
controle = 0%; 3,75 mg TPTH/kg = 0% e 30 mg TPTH/kg = 21,47%);
Osso parietal (buraco: controle = 12,16% e 30 mg TPTH/kg = 33,25%).

O aparecimento de malformagdes, tal como, auséncia (missing) do interparietal

(Tabela 10), esta relacionada a animais que apresentaram exoencefalia (Tabela 8).
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COLUNA VERTEBRAL:

= Atlas (forma irregular: controle = 18,62%; 3,75 mg TPTH/kg = 26,41% ¢
30 mg TPTH/kg = 58,9%);

* Axis (forma irregular: controle = 0%; 3,75 mg TPTH/kg = 3,23% ¢ 30
mg TPTH/kg = 11,97%);

= Costela adicional rudimentar na lombar (controle = 1,71% e 30 mg

TPTH/kg = 14,25%).

ESTERNO:
= Esterno (deslocado: controle = 30,78% e 30 mg TPTH/kg = 66,50%).

COSTELAS:
= Costela curta no torax (controle = 18,62%; 3,75 mg TPTH/kg = 35,44% ¢
30 mg TPTH/kg = 47,50%).

Além disso, verificou-se uma alta freqiiéncia de fenda palatina nos fetos dos
grupos tratados com 3,75 mg TPTH/kg (28,12%) ¢ 30 mg TPTH/kg (76,0%) quando

comparados com o grupo controle (0%) (Tabela 10 e Figura 12).

Estes resultados indicam que o TPTH foi embriofeto-tdxico a partir da dose de
3,75 mg TPTH/kg de peso corporal, o que contrasta com a toxicidade materna que foi

observada a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg de peso corporal.
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Tabela 10: Malformagdes esqueléticas em fetos de camundongos tratados com TPTH
(0, 3,75, 15 e 30 mg/kg de peso corporal/dia) do dia 6 ao dia 17 de gestagao.

Tratamento TPTH (mg/kg peso corporal)

0 3,75 30
N° fetos examinados 121(19) 123(20) 42(7)
(ninhada):
N° fetos malformados (%):
CRANIO
Basioccipital
Forma irregular 5(3,99) 23(18,43)° 13 (30,97) *
Distancia pequena entre o 0 3(2,47) 2 (4,75)
basisfenoide
Fusdo com o exooccipital 0 0 1(2,47)
Basisfendide
Fissura 1 (0,76) 1 (0,76) 2 (4,75)
Forma irregular 3(2,47) 1(0,76) 17 (40,47) *°
Buraco 1(0,76) 4(3,23) 0
Escamoso
Assimétrico 1 (0,76) 1 (0,76) 4(9,5)*°
Forma irregular 1(0,76) 0 1(2,47)
Estreito 0 1 (0,76) 0
Centro de ossificagdo 0 0 4(9,5)*
adicional
Exooccipital
Estreito 0 0 1(2,47)
Frontal
Centro de ossificagdo 5(3,99) 9(7,22) 5(11,97)
adicional
Forma irregular 0 1 (0,76) 1(2,47)
Buraco 0 0 4(9,5)*
Estreito 1 (0,76) 1 (0,76) 1(2,47)
Ossificagdo incompleta 0 53,99 30 (71,25) *°
Interparietal
Ausente 1(0,76) 0 0
Longo 0 1 (0,76) 0
estreito 0 1 (0,76) 0
Ossificagdo incompleta 0 1 (0,76) 7(16,72) *°
Forma irregular 0 0 49,5
Fissura 0 0 3(7,22) *°
Lacrimal
Centro de ossificagdo 0 0 2 (4,75)
adicional
Macxilar
Curto 0 0 1(2,47)
Distancia muito larga 0 0 2 (4,75)
Palatino
Buraco 2 (1,71) 1 (0,76) 1(2,47)
Fenda palatina® 0 35(28,12)° 32 (76,0) o
Forma irregular 0 0 1(2,47)
Parietal
Estreito 1 (0,76) 1 (0,76) 1(2,47)
Buraco 15 (12,16) 20 (15,96) 14 (33,25) *
Centro de ossificagdo 0 1 (0,76) 1(2,47)
adicional
Forma irregular 0 1 (0,76) 1(2,47)
Distancia muito larga 0 0 4(9,5)*
Preesfendide
Pequeno 0 1(0,76) 1(2,47)
Forma irregular 0 0 11 (26,22) *°
Processo palatino osso
maxilar
Curto 0 0 9 (21,47)*°
Distancia muito larga 0 0 12 (28,50) *°

55



(continuag¢ido Tabela 10)

Pterigoide

Centro de ossificagdo 0 0 3(7,22)*°
adicional

Forma irregular 0 0 16 (38,0) *°
Supra-occipital

Buraco 13 (10,64) 6 (4,75) 7 (16,72)
Ossificagdo incompleta 19 (15,39) 47 (37,62) ° 34 (80,75)
Forma irregular 3(2,47) 1 (0,76) 0
Bipartido 0 0 9(21,47)*°
Timpanico

Centro de ossificagdo 0 1 (0,76) 0
adicional

Constri¢do 0 1(0,76) 0
COLUNA VERTEBRAL

Atlas

Forma irregular 23 (18,62) 33 (26,41) 25 (58,9) *°
Estreito 2 (1,71) 7(5,7) 0
Cartilagem calcificada 1(0,76) 1(0,76) 2 (4,75)
Largo 0 53,99 495"
Torto 0 1 (0,76) 6(14,25)°
Axis

Fissura 0 1 (0,76) 0
Forma irregular 0 4(3,23)"° 5(11,97)
Largo 1 (0,76) 2 (1,52) 3(7,22)°
Torto 0 5(3,99)° 0
Cervical

Costela adicional 64 (52,06) 95 (76,19)* 27 (64,22)
rudimentar

Forma irregular 0 1(0,76) 0
Longo 0 0 1(2,47)
Col vert bent 0 1 (0,76) 0
Toracica lateral

Fusgo 0 1 (0,76) 0
Toracica ventral

Vert v dumb-bell 0 1(0,76) 0
Vértebra ventral irregular 0 0 1(2,47)
Toracica vertebral

Veértebra ventral irregular 0 1(0,76) 0

Vert v dumb-bell 0 1(0,76) 0
Lombar vertebral

Fusdo com 1¢vert sacral 0 1 (0,76) 0
Espinha bifida 1 (0,76) 0 0
Vértebra lateral irregular 0 1(0,76) 0
Veértebra ventral irregular 0 2(1,52) 1(2,47)
Adicdo de vértebra lombar 0 1(0,76) 511,97
Lombar lateral

Costela adicional 2 (1,71) 3(2,47) 6 (14,25) >
rudimentar

Fusao 0 1 (0,76) 0
Ausente 0 1(0,76) 0
COSTELAS

Curta 23 (18,62) 44 (35,44)° 20 (47,5) °
Fusdo 0 1(0,76) 0
Descontinuo 0 1(0,76) 0
Ausente 0 2 (1,52) 0
ESTERNO

Deslocado 38 (30,78) 41 (32,87) 28 (66,5) *°
Esternébra 2

Dividida 1 (0,76) 2 (1,52) 3(7,22)°
Buraco 0 1(0,76) 0
Esternébra 3

Dividida 0 3(2,47) 5(11,97)°
Esternébra 4

Dividida 0 3(2,47) 6(14,25)°
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(continuacdo Tabela 10)

Esternébra 5

Dividida 21 (17,1 20 (15,96) 9 (21,47)
Buraco 1 (0,76) 0 0
Esternébra 6

Dividida 0 2 (1,52) 2 (4,75)
PATA DIANTEIRA

Umero

Buraco 14 (11,4) 18 (14,44) 10 (23,75)"
PHD 2

Posigdo irregular 0 1(0,76) 0
PHD 3

Posic¢do irregular 0 1(0,76) 0
PHD 5

Posigdo irregular 0 1 (0,76) 0
Php 2

Posigdo irregular 0 1(0,76) 0
Php 3

Posigdo irregular 0 1(0,76) 0
Php 4

Posigdo irregular 0 1 (0,76) 0
Processo deltéide

Forma irregular 0 48 (38,57) * 5(11,97)"
Dedo 1

Posigdo irregular 0 1(0,76) 0
Dedo 2

Posigdo irregular 3(2,47) 5(3,99) 0
Dedo 4

Posic¢do irregular 0 1 (0,76) 0
Dedo 5

Posigdo irregular 3(2,47) 10(7,98) * 2 (4,75)
Dedos 2+3+4

Posigdo irregular 0 2(1,52) 0
PATA TRASEIRA

Dedos

Posigdo irregular 2(1,71) 2(1,52) 1(2,47)
Dedo 1

Posigdo irregular 7(5,7) 3(2,47) 1(2,47)
Dedo 2

Posigdo irregular 5(3,99) 9(7,22) 1(2,47)
Centro de ossifi adicional 0 1(0,76) 0
Dedo 3

Posigdo irregular 4(3,23) 9(7,22) 0
Dedo 4

Posigdo irregular 4(3,23) 11 (8,74) 0
Pata inteira

Posigdo irregular 1(0,76) 5(3,99) 0
TPH dist 3

Posicdo irregular 0 3(2,47) 0
TPH dist 4

Posicdo irregular 1 (0,76) 3(2,47) 0
TPH dist 1

Posicdo irregular 0 1(0,76) 0
TPH dist 2

Posigdo irregular 0 3(2,47) 0
TPH dist 5

Posicdo irregular 0 1(0,76) 0
TPH med 3

Posigao irregular 0 1(0,76) 0
TPH med 4

Posicdo irregular 0 1(0,76) 0
CAUDA

Encrespada 10 (8,17) 10 (7,98) 1(2,47)
Ponta da cauda curvada 3(2,47) 3(2,47) 1(2,47)
Curta 0 1 (0,76) 0

As percentagens foram analisadas pelo teste do qui-quadrado ou, alternativamente, pelo teste exato de Fisher. Em todos os casos a
diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05. Os simbolos sdo designados como segue: a assinala os

valores que diferem do controle; b os valores que diferem da dose de 3,75mg TPTH/kg e S ndo observou-se diferengas
significativas entre os sexos. Em toda a analise utilizou-se o feto como unidade de medida.
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Figura 12: Anomalia esquelética (forma irregular do osso basioccipital)
encontrada em fetos de camundongos expostos in utero do dia 6 ao dia 17 de
gestacao.



Figura 13: Anomalia esquelética (forma irregular do osso basisfenoide)
encontrada em fetos de camundongos expostos in utero do dia 6 ao dia 17 de
gestacao.



V. DISCUSSAO

A toxicidade reprodutiva de compostos organoestanhosos foi reportada em
diversos artigos cientificos. No entanto, em muitos casos, os dados da literatura sdo
controversos, como podemos notar pelo estudo da toxicidade materna e
embriofetotoxicidade do TBTO, um dos mais bem investigados compostos a base de

estanho (Tabela 11).

O potencial teratogénico do TBTO foi descrito inicialmente in vitro (Krowke et
al 1986), através de estudo realizado com cultura de broto de membro de camundongos
(mouse limb bud culture). Os resultados obtidos neste estudo demonstraram uma forte
interferéncia do TBTO na diferenciagdo morfogenética a partir da concentragdo de 0,03
nug/ml. De acordo com os registros do autor, poucas foram as substancias que em nivel
de concentragdo tao baixo tenham causado efeito tdo evidente, tendo por isso o TBTO
se destacado como uma das mais potentes substancias ja avaliadas neste sistema in

Vitro.

No entanto, o potente efeito teratogénico observado in vitro nao se confirmou
em todos os estudos in vivo publicados entre as décadas de 1980 e 1990 (Tabela 11).
Baroncelli et al (1990), em estudo conduzido em camundongos Swiss Webster,
registraram que a exposicdo ao TBTO durante a organogénese (dia 6 ao dia 15 de
gestacdo) nao induzia toxicidade materna em niveis de dose tao altos quanto 20mg/kg, e
que somente a partir da dose de 40mg/kg, os primeiros sinais de toxicidade sobre a
prole, tais como alteracdes na performance reprodutiva e malformacdes fetais externas,
eram observados. Entretanto, os mesmos autores cinco anos mais tarde (Baroncelli et a/
1995), em estudo conduzido com a mesma cepa animal previamente estudada,
apresentaram dados em contradigdo aos publicados anteriormente, e estabeleceram o

NOAEL para toxicidade materna como sendo inferior a Smg TBTO/kg (Tabela 11).
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Tabela 11: Levantamento Biblio

gréﬁco da Toxicidade Reprodutiva de Compostos Tributilicos e Trifenilicos de Estanho.

Espécie/ Niveis de Toxicidade Teratogenicidade Cesarea Tipo de avaliacdo
Exposicio dose Materna
TBTO  Baroncelli et al Camundongos/ 0;5; 20 >40mg/kg >40mg/kg Sim avaliacao de alteragoes
1990 dia6als e 40 mg/kg visiveis externamente
Baroncelli et a/ Camundongos/ 0;5;10;20 < Smg/kg dados ndo Nao avaliagdo dos filhotes
1995 dia6al5s e 30 mg/kg conclusivos apds nascimento
espontaneo
Davis et al Camundongos/  0;1,2; 3,5;5,8; >11,7mg/kg >11,7mg/kg Sim avaliagdo de alteragdes
1987 dia6al5s 11,7; 23,4 de esqueleto e visceras
e 35mg/kg
Crofton et al Ratos/ 0;2,5;5;10;12 >10mg/kg dados nao Nao avaliagdo dos filhotes
1989 dia 6 a 20 e 16 mg/kg conclusivos apOs nascimento
espontaneo
Faqi et al Camundongos/  0;0,5; 1,5; 4,5, >27mg/kg >27mg/kg Sim avaliacdo de alteracdes
1997 dia6al7 13,5 ¢ 27 mg/kg de esqueleto e visceras
TBTA  Nodaetal 1991 Ratos/ 0;1;2;4;8 >16mg/kg >16mg/kg Sim avaliacdo de alteragdes
dia7al7 e 16mg/kg de esqueleto e visceras
TBTCl Itami et al 1990 Ratos/ 0;5;9;15 > 9mg/kg Nenhum Sim avaliacao de alteragoes
dia7al5 e 25 mg/kg Efeito* de esqueleto e visceras
Ema et al 1995 Ratos/ 0;25;50 Nenhum Nenhum Sim avaliacao de alteragdoes
dia7a9 e 100 mg/kg efeito Efeito* de esqueleto e visceras
dia10a 12 idem >100 mg/kg >100 mg/kg idem idem
dial3al5 idem >100 mg/kg >25 mg/kg** idem idem

* Apos avaliagdo sistematica de esqueleto e visceras ndo foram encontrados efeitos teratogénicos.
** Registro de efeito teratogénico em niveis de dose ndo-tdxico para o organismo materno.



(continuacio da Tabela 11)

Espécie/ Niveis de Toxicidade  Teratogenicidade Cesarea Tipo de avaliacao
Exposiciio dose Materna
TPTCl Emaetal Ratos/ 0:3,1:4,7 > 6,3mg/kg Nenhum Sim  avaliagdo de alteracdes de
1997 dia0a3 e 6,3mg/kg Efeito * esqueleto e visceras
diada6 0;6,3; 12,5 > 12,5mg/kg Nenhum idem idem
e 25mg/kg Efeito *
Ema et al Ratos/ 0;3,1;6,3;9.4 > 6,3mg/kg Nenhum Sim  avaliacdo de alteragoes de
1999b dia7a9 e 12,5mg/kg Efeito * esqueleto e visceras
dial0al2 0;6,3;9.4 <6,3mg/kg Nenhum idem idem
e 12,5 mg/kg Efeito *
dial13al5 0;6,3;94 <6,3mg/kg Nenhum idem idem
e 12,5 mg/kg Efeito *
TPTA Noda Ratos/ 0;1,5;3;6;9 > 9mg/kg Nenhum Sim  avaliacdo de alteragoes de
etal 1991a dia 7 al7 e 12mg/kg Efeito* esqueleto e visceras
TPTH  Chernoff Ratos/ 0 e 13 mg/kg 13mg/kg Nenhum Sim  avaliagdo de alteragdes de
et al 1990 dia6als Efeito* esqueleto e visceras
Viana, Camundongos/ 0;7,5;15¢ > 15mg/kg dados ndo Nao avaliacao dos filhotes
2002# dia6al7 30mg/kg conclusivos apds nascimento
espontaneo
Nossos Camundongos/ 0;3,75;7,5;15 ¢ > 7,5mg/kg > 3,75mg/kg** Sim  avaliagdo de alteracdes de
dados dia6al7 30mg/kg esqueleto e visceras

* Apos avaliagdo sistematica de esqueleto e visceras, ndo foram encontrados efeitos teratogénicos.
** Registro de efeito teratogénico em niveis de dose ndo-toxico para o organismo materno.
# Estudo realizado em nosso laboratdrio.



Davis et al (1987), em estudo realizado com camundongos NMRI expostos
durante o periodo de organogénese registraram que em niveis de dose toxicos para o
organismo materno, i.e. acima de 11,7mg TBTO/kg, ha severa reducao do peso fetal e
aumento dose-relacionado do numero de reabsor¢des e da incidéncia de alteragdes
morfoldgicas, tais como fenda palatina e fusdo dos ossos exooccipital/basooccipital.
Estes dados estdo de acordo com aqueles obtidos em ratos Long Evans (Crofton et a/
1989), em que o TBTO induziu reducdo do tamanho médio das ninhadas, do peso fetal e
da viabilidade total das ninhadas expostas in utero do dia 6 ao dia 20 de gestacdo, em
doses que produziram toxicidade materna severa (>10mg/kg). Um discreto aumento na
incidéncia de fenda palatina foi observado na dose de 12mg/kg, no entanto, os dados
obtidos neste estudo ndo sdo suficientes para concluir um efeito teratogénico do TBTO

em ratos.

E importante destacar que os estudos citados acima apesar de contribuirem para
o entendimento geral da toxicidade reprodutiva induzida pelo TBTO, apresentam
importantes limitagdes no que diz respeito a avaliagdo plena do potencial teratogénico
desta substancia. Em alguns estudos (Crofton et al 1989 e Baroncelli et al 1995) as
fémeas gravidas ndo foram submetidas a cesarea ao final da gravidez, e desta forma, a
gama de alteracdes morfologicas registradas na prole ¢ somente aquela visivel em
filhotes nascidos vivos ou nos natimortos que ndo foram canibalizados no periodo peri-
/p6s-natal. Como se sabe, na grande maioria dos casos, os filhotes nascidos com
alteracdes morfoldgicas ndo sdo aceitos pela mae e sdo canibalizados. Assim sendo, este
tipo de desenho experimental, i.e. em que a prole ¢ avaliada ap6s o nascimento
espontineo, apesar de em alguns casos fornecer indicios de efeitos teratogénicos, nao
deve ser considerada quando se deseja avaliar sistematicamente possiveis malformagdes

induzidas in utero por uma dada substancia.

Outra importante limita¢do dos estudos citados acima (Baroncelli ef al 1990 e
Baroncelli et al 1995) é o fato dos exames realizados na prole exposta in utero
englobarem somente alteragdes visiveis externamente, sem que se tenha levado em
consideragao possiveis malformacdes que sé sao detectadas apos minucioso exame de
esqueleto (através da coloracdo de todos os ossos do feto com alizarina Red S) ou de
visceras (apds analise de todos os tecidos moles), como o realizado por nds no presente

estudo.
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Um dos primeiros estudos conduzidos com TBTO em que se avaliou ndo
somente malformagdes visiveis externamente, mas que, através de avaliagdo
sistemadtica, investigou-se alteracdes de esqueleto foi aquele publicado por Faqi et a/ em
1997 (Tabela 11). Estes autores estabeleceram o NOAEL tanto para toxicidade materna
como para embriofetotoxicidade em 13,5 mg TBTO/kg, em camundongos NMRI
expostos in utero do dia 6 ao dia 17 de gestagdo. Nesta investigacao concluiu-se que o
TBTO ¢ teratogénico na espécie estudada a partir da dose de 27mg TBTO/kg, induzindo
aumento da incidéncia de malformagdes, tais como fenda palatina (em cerca de 11% dos
fetos do grupo exposto, comparado com 0,8% dos fetos do grupo controle),
encurtamento da mandibula (em cerca de 5% dos fetos do grupo exposto comparado
com 0% dos fetos do grupo controle) e fusdo de ossos do cranio (em cerca de 3% dos
fetos do grupo exposto comparado com 0% dos fetos do grupo controle). E importante
destacar, que os efeitos teratogénicos do TBTO s6 foram visiveis em niveis de dose
toxicos para o organismo materno e que neste estudo, nenhuma alteragao visceral foi

detectada.

Com relacdo a toxicidade reprodutiva de outros compostos organoestanhosos,
alguns trabalhos merecem atencdo (Tabela 11). Apds administragdo oral de tri-n-butil
acetato de estanho (TBTA) durante o periodo de organogénese, Noda et al (1991b)
relataram um aumento da incidéncia de fenda palatina em ratas Wistar e da mortalidade
embriofetal, efeitos encontrados somente no maior nivel de dose estudado (16mg/kg).
Também nesta faixa de dose observou-se reducao severa do ganho de peso materno e do
consumo de ragdo, indicando mais uma vez, que os efeitos teratogénicos observados na

prole s6 ocorrem a partir de niveis de dose toxicos para o organismo materno.

O tri-n-butil cloreto de estanho (TBTCI) apresentou efeito teratogénico em
sistema in vitro (Yonemoto et al 1993), inibindo os processos de diferenciagdo e
proliferacdo celular em cultura de broto de membro de rato (rat limb bud culture). No
entanto, Itami et al (1990), em estudo realizado com o TBTCI em ratas Wistar expostas
durante todo o periodo de organogénese (do dia 7 ao dia 15 de gesta¢do), ndo
observaram evidéncia de teratogenicidade apds administracdo oral de doses tdo altas
quanto 15 e 25mg TBTCl/kg, apesar do TBTCI ter induzido sinais de toxicidade
materna a partir da dose de 9mg/kg (Tabela 11), e causado a morte de 70% das fémeas

gravidas e de 100% dos fetos expostos in utero a dose de 25mg/kg.

64



A primeira vista, estes dados estdo em discordancia com aqueles publicados
posteriormente pelo mesmo grupo (Ema et al 1995), em que o efeito teratogénico do
TBTCI foi evidente a partir da dose de 25mg/kg (Tabela 11), e que mesmo em doses tao
elevadas quanto 100mg/kg, a taxa de letalidade materna permaneceu igual a 0%.
Entretanto, neste ultimo estudo, Ema et al/ concluiram que a natureza e a intensidade dos
efeitos induzidos por este composto dependem fortemente do estagio de
desenvolvimento no qual o organismo ¢ exposto. O aumento da incidéncia de fenda
palatina, por exemplo, fez-se visivel a partir de 25mg TBTCl/kg em animais expostos
diariamente entre os dias 13 ¢ 15 (14% dos fetos expostos), enquanto que em animais
expostos durante os dias 10, 11 e 12 foram necessarias doses diarias de 100mg
TBTCl/kg para induzir o mesmo aumento na ocorréncia de fenda (13% dos fetos
expostos). Também o nimero de perdas pos-implantacdo parece depender fortemente
do periodo de exposi¢do, tendo sido estabelecido como o intervalo de maior
vulnerabilidade aos efeitos embrioletais do TBTCI o inicio da organogénese, i.e. 0

periodo compreendido entre os dias 7 e 9 de gestagdo.

Assim sendo, enquanto o efeito teratogénico do TBTCI parece ser,
preferencialmente, induzido na fase mais adiantada do processo do desenvolvimento
embriofetal, a exposi¢do a este composto logo apds o periodo de implantacao induz
preferencialmente efeito embrioletal. Neste contexto, estudos adicionais, ampliando o
nimero de compostos organoestanhosos a serem investigados, avaliando a
susceptibilidade embriofetal em diferentes fases do desenvolvimento e o efeito de uma
unica dose na embriogénese de roedores devem ser e serdo conduzidos em nosso

laboratorio.

Com relagdo aos derivados trifenilicos do estanho, i.e. TPTH, TPTCIl ¢ TPTA,
poucos sdo os estudos que tenham realizado uma avaliacdo sistemdtica de seus
potenciais teratogénicos (Tabela 11). Em estudo conduzido por Ema et al (1997)
nenhuma malformag¢do externa, interna ou de esqueleto foi registrada apds exposi¢do a
doses entre 3,1 ¢ 25mgTPTCl/kg em ratas expostas durante o periodo precoce da
gestagdo (periodo pré-implantagao). O TPTCI, no entanto, parece produzir efeito severo
antiimplantacdo, sobretudo quando administrado na fase mais precoce do processo de
blastogénese, i.e. entre os dias 0 e 3 de gestagdo. Em outra investigacdo, na qual ratas
foram tratadas oralmente com TPTCI por trés dias consecutivos durante o periodo de

organogénese (entre os dias 7-9, ou dias 10-12, ou dias 13-15), Ema et al (1999b) nao
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encontraram alteragdes morfologicas em decorréncia a exposicao ao TPTCI. Assim, ndo

ha evidencias conclusivas que sustentem a teratogenicidade do TPTCI (Tabela 11).

A situagdo ¢ a mesma para o TPTA. H4, pelo menos até o momento de
levantamento bibliografico desta dissertagdo, somente um artigo cientifico publicado a
respeito da toxicidade materna e do potencial embriofeto-toxico do TPTA (Noda et al
1991a). Este estudo foi realizado em ratos e ndo evidenciou efeito teratogénico, nem

mesmo em niveis de dose toxicos para mae.

Também os artigos cientificos sobre a toxicidade reprodutiva do TPTH sao
escassos, apesar do interesse Obvio que tais estudos representam em termos de Satde
Publica. Nos ultimos anos, apenas algumas avaliacdes foram realizadas, a grande
maioria delas pela industria quimica (Carlton & Howard 1982; Rodwell, 1987; Rodwell,
1985 e Young, 1986; apud WHO, 1999). Estes dados estdo compilados na Tabela 12.

E importante destacar, que nenhum destes estudos foi publicado em revista
cientifica, estando disponiveis somente em formato resumido em publicacdes da
Organizacado Mundial de Saude (OMS), como no Concise International Chemical
Assessment Document 13 (WHO, 1999), tal qual reproduzidas na Tabela 12. Desta
forma, apesar de apresentar indicios de toxidade reprodutiva, esta forma de
apresentagdo de resultados ndo nos permite avaliar o verdadeiro grau de severidade das
alteracdes funcionais e morfoldgicas encontradas, nem tdo pouco, descrevem detalhes
sobre a metodologia e métodos estatisticos empregados na interpretacao final dos

resultados.

Além dos registros citados acima, somente um trabalho completo anterior ao
nosso sobre a toxicidade reprodutiva do TPTH esta disponivel at¢ o momento, i.e.
Chernoff et al 1990 (Tabela 11). Ao contrario de nossos achados em camundongos,
Chernoff et al 1990 (assim como Rodwell, 1985, apud WHO, 1999) ndo observaram

efeito teratogénico do TPTH em ratos.

E interessante notar que a grande maioria dos estudos conduzidos com TPT e
TBTs em ratos (Crofton et al 1989, Itami et al 1990, Ema et al 1997, Ema et al 1999a,
Chernoff et al 1990 e Rodwell, 1985) nao evidenciaram efeito teratog€nico nesta

espécie, com duas unicas excegoes, i.e. aqueles realizados com TBTCI (Ema ef al 1995)
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e TBTA (Noda et al 1991b) (Tabela 11). Por outro lado, em todos os estudos
conduzidos em camundongos, inclusive o nosso, encontrou-se efeito teratogénico desta
classe de compostos (Baroncelli ef al 1990, Davis et al 1987, Faqi et al 1997 e Viana,
2002), sendo o aumento da incidéncia de fenda palatina um achado consistente em todos
eles. Nos dois unicos estudos citados acima em que se observou efeito teratogénico em
ratos (Ema et al 1995 e Noda et al 1991b), o aumento da ocorréncia de fenda também
foi observado. Os dados compilados em WHO 1999 sobre os estudos realizados com
TPTH em hamsters e coelhos (Tabela 12) ndo estdo suficientemente detalhados a ponto
de nos permitir uma avaliagdo sobre o potencial teratogénico deste composto nestas

espécies.
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Tabela 12: Estudos de toxicidade reprodutiva do TPTH

Espécie (cepa/N/sexo/dose)

Desenho Experimental

Efeitos

Referéncia

Hamster gravidas (Syrian; 20-
25/grupo).

TPTH (0; 2,25; 5,08 e 12 mg/kg/dia, entubagdo gastrica)
do dia 5 ao dia 14 de gestacdo. Cesarea: dia 15. Desfechos
avaliados: toxicidade materna (sinais clinicos, ganho de
peso corpdreo, consumo de ragdo) e embriofeto-toxicidade
(corpo luteo, reabsor¢des, peso fetal, alteracdes de
visceras e esqueleto).

Trés casos de hidronefrose na dose de 5,08
mg/kg e um caso de hidrocefalia na dose de
12 mg/kg. NOAEL<2,25 mg/kg.

Carlton &
Howard, 1982

Coclhas gravidas (New Zeland
albino; 22/grupo).

TPTH (0; 0,1; 0,3 e 0,9 mg/kg/dia via entubacdo gastrica)
do dia 6 ao dia 18 de gestagdo. Cesarea: dia 29. Desfechos
avaliados: toxicidade materna (sinais clinicos, ganho de
peso corpéreo, consumo de ragdo) e embriofeto-toxicidade
(corpo luteo, reabsor¢des, implantagdes, peso fetal,
alteragdes de visceras e esqueleto).

O NOAEL para toxicidade materna foi de
0,1 mg/kg. NOAEL para embriofeto-
toxicidade foi de 0,3 mg/kg

Rodwell, 1987

Ratas gravidas (Sprague-Dawley;
45/grupo).

TPTH (0; 0,35; 1,0; 2,8 e 8,0 mg/kg/dia, na ragdo) do dia 6
ao dia 15 de gestacdo. Cesarea: dia 20. Desfechos
avaliados: toxicidade materna (sinais clinicos, ganho de
peso corpdreo, consumo de ragdo) e embriofeto-toxicidade
(corpo luteo, numero de fetos vivos e mortos, reabsorgoes,
implantagdes, peso fetal, alteragcdes de visceras e
esqueleto).

Nao houve evidéncia de indugdo de efeitos
estruturais irreversiveis (teratogenicidade). O
NOAEL para a toxicidade materna foi de 1,0
mg/kg, e para embriofeto-toxicidade foi de
2,8 mg/kg.

Rodwell, 1985.

Ratos (Wistar; 30/sexo/grupo).

Toxicidade reprodutiva — 2 geragdes. TPTH (0; 0,4; 1,5 e
4,0 mg/kg/dia, na ragdo) durante o crescimento,
acasalamento, gestacdo e lactagdo. Desfechos avaliados:
sinais clinicos, ganho de peso corpdreo, consumo de
racdo, fertilidade. Peso e analise morfoldgica dos 6rgdos
dos pais e filhotes. Namero de filhotes vivos e mortos.

Mortalidade e redugdo, dose-relacionada, do
peso do timo e bago nos lactentes das
geracdes F1 e F2, nas doses de 1,5 e 4,0
mg/kg. NOAEL: 0,4 mg/kg.

Young, 1986

WHO, 1999 (modificado)




V.1 Correlacio entre toxicidade materna e embriofeto-toxicidade

Ha diversos exemplos que nos mostram que a manuten¢do da homeostasia
materna ¢ essencial para o desenvolvimento embriofetal normal. Por exemplo, o
estresse experimentado pela mae durante a gestacdo pode produzir per se efeitos sobre o
desenvolvimento pré- e/ou pds-natal, além de ser capaz de potencializar o efeito
teratogénico de outros agentes (Chernoff er al 1988). Doencas maternas, tais como
diabetes mellitus e hipertemia, podem igualmente comprometer os processos normais de
embriogénese, resultando em efeitos embriotoxicos. Também a acdo de xenobidticos

sobre o organismo materno pode, de forma inespecifica, alterar o desenvolvimento

normal da prole.

A relacdo existente entre toxicidade materna e possiveis efeitos adversos sobre o
desenvolvimento do concepto ¢ freqlientemente discutida em estudos de toxicidade
reprodutiva e em Foruns internacionais, tais como o Workshop on Maternal Toxicity
(Khera, 1984 e 1985; Chernoff et al 1988, 1989 e 1990 e Chahoud ef al 1999). A
toxicidade materna, via de regra, ¢ confirmada por avaliagdes que podem incluir: /.
reducdo do ganho de peso corpdreo, 2. ocorréncia de Obitos durante o periodo de
tratamento, 3. reducdo do consumo de 4gua e/ou ragdo, 4. aparecimento de sinais
clinicos e 3. alteragdes no peso e/ou morfologia dos 6rgios. Nas diretrizes das agéncias
regulatérias internacionais recomenda-se que os estudos de toxicidade reprodutiva, além
de conduzidos de forma a viabilizar a avaliacdo da relagdo dose-efeito, apresentem pelo
menos um nivel de dose que produza toxicidade materna. Acredita-se que, ao
incluirmos um nivel de dose toxico para o organismo materno, estaremos aumentando
as chances de trabalhar em faixas de dose capazes de produzir algum tipo de efeito

sobre o desenvolvimento embriofetal.

O papel do organismo materno no aparecimento de efeitos embriofeto-toxicos
vem sendo discutido em diversos artigos. Khera (1985) demonstrou que efeitos sobre o
desenvolvimento ocorrem em niveis de dose toxicos para a mae, concluindo que os
efeitos sobre a prole sdo decorrentes da toxicidade materna. Esta conclusdo generalista
nos leva a crer que efeitos embriofeto-toxicos, quando na presenga de toxicidade
materna, sdo de menor significado, fato que dificulta enormemente a avaliacdo e o

gerenciamento de risco.

69



Por outro lado, a toxicidade materna nem sempre estd associada a indugdo de
anormalidades do desenvolvimento embriofetal. Por exemplo, o estireno, mesmo em
niveis de dose altamente toxicos para a mae ndo causa alteracdes embriofetais, porque
seus mecanismos toxicos ndo envolvem a indu¢do de danos teciduais (Murray et al

1978).

A interpretacdo de efeitos adversos sobre o desenvolvimento da prole, em niveis
de dose toxicos para o organismo materno ainda ¢ dificil, uma vez que ¢ praticamente
impossivel distinguir os efeitos decorrentes especificamente da exposi¢ao a um dado
agente (através da interacdo direta da substancia com o embrido), daqueles induzidos

indiretamente, apos alteracdo da fisiologia materna.

Em nosso estudo, a redu¢ao do ganho de peso durante o periodo de gestagao ¢
mais acentuada quando descontamos o peso do utero gravidico do ganho de peso total
ao longo dos 18 dias (i.e. ganho de peso materno corrigido). Apds utilizarmos esse
recurso, observamos que a toxicidade materna se torna evidente a partir da dose de 7,5

mg TPTH/kg (Tabela 2 e Tabela 11). E interessante notar que, enquanto os animais do

grupo controle apresentaram um aumento consideravel da massa corporal (descontado o
utero gravidico), o peso das fémeas tratadas com 15 e 30 mg TPTH/kg no dia da cesarea

foi semelhante ao peso inicial (i.e. no dia “0” de gestacdo).

Em detrimento do que ocorreu na dose de 7,5 mg TPTH/kg, as alteracdes
ponderais nas fémeas tratadas com 15 e 30 mg TPTH/kg foram particularmente
acentuadas durante o periodo de tratamento. Como, entre os dias 6 ¢ 11 de gestacdo, o
peso total dos embrides ¢ muito pequeno para explicar a diminui¢ao de ganho de peso
observado, este efeito pode ser considerada também como indicativo de toxicidade

materna.

Na dose de 3,75 mg TPTH/kg ndo foram observadas alteragdes de ganho
ponderal ou quaisquer outros sinais de que o TPTH tenha sido toxico para as maes. A
morte de uma mae nessa dose pode ser explicada por uma variacao individual, uma vez
que, ocorreu nos primeiros dias de tratamento e esse animal ndo apresentou sinais
clinicos dignos de nota. Portanto, o intervalo de doses escolhido esta de acordo com o

recomendado em diretrizes internacionais para os estudos de teratogenicidade, onde,
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como ja dito anteriormente, a dose mais elevada é aquela que produz sinais de
toxicidade materna e a dose mais baixa nao ¢ toxica para a mae. Neste intervalo de
doses ¢ possivel verificar se a embriotoxicidade ocorre em auséncia de toxicidade
materna ou se, sO aparece em doses em que a substincia € toxica para a mae. Nossos
dados mostram que o TPTH induz alteragdes especificas de esqueleto em faixa de dose
em que ndo ha sinais de toxicidade materna, afetando exclusivamente o

desenvolvimento embriofetal (i.e. doses <3,75mg TPTH/kg).

Como na grande maioria de estudos realizados com compostos
organoestanhosos (Tabela 11), alteracdes embriofetais, incluindo malformagdes severas,
tais como encurtamento da mandibula, fusdo de ossos cranianos e aparecimento de
fenda palatina s6 se fazem visiveis em nivel de dose toxica para o organismo materno,
(com duas tnicas excegdes, o efeito teratogénico induzido pelo TBTCI [Ema et al 1995]
e aquele encontrado no presente estudo) a maioria dos autores consideraram tais efeitos
como inespecificos. No entanto, acreditamos que nossos dados e os de Ema et a/ 1995
vém contribuir para que se faca uma reavaliagdo do risco destes compostos, sobretudo

no que diz respeito a seus potenciais teratogénicos.

V.2 Efeitos do TPTH sobre 6rgaos maternos

O TPTH causou uma drastica redugdo do peso absoluto do figado materno a
partir da dose de 15 mg TPTH/kg (Tabela 3). Para verificar se a reducdo do peso do
figado estaria apenas acompanhando a diminui¢do do peso corporal, ou se esse 6rgao
seria particularmente vulneravel ao TPTH, analisamos também as modifica¢des de peso
relativo. Entretanto, ndo observamos diferengas em relagdo ao peso relativo do figado, o
que confirma que a reducao do peso deste 6rgao apenas acompanhou a reducao de peso

materno.

Observou-se uma reducdo do peso do bago, absoluto e relativo, a partir da dose
de 7,5 mg TPTH/kg e uma pequena redugdo do peso relativo do timo também foi
observada a partir deste nivel de dose. Essa redu¢do do peso de o6rgdos imuno-
relacionados foi semelhante ao que foi relatado por Chernoff ef a/ (1990) em um estudo

sobre a toxicidade materna induzida pelo TPTH (13mg/kg) em ratas gravidas.
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V.3 Embriofetotoxicidade

Nao foi observada diferenca da razao entre o numero de fémeas gravidas (i.e.
com sitios de implantacdo detectados pelo método de Salewisk) e o nimero de fémeas
tratadas (i.e. que apresentaram “plug” vaginal), como mostra a Tabela 2. Esse dado
indica que, no presente estudo, o TPTH nao induziu perdas pré- e/ou peri-implantagao,
i.e. o desenvolvimento embrionario e a implantacdo do blastocisto ndo foram
comprometidos neste esquema de tratamento (do dia 6 ao dia 17 de gestagdo). Por outro
lado, Ema et al 1997 e Harazono et al 1998 verificaram perdas pré-implantacdo em
ratas Wistar ao administrarem doses >6,3 mg TPTClkg e 16,3 mg TBTCl/kg,
respectivamente, em intervalos que variaram entre o dia 0 e o dia 7 de gravidez. As
perdas gestacionais observadas por esses autores se devem, provavelmente, ao periodo
de tratamento ocorrer antes de um momento critico do desenvolvimento uterino, i.e. o
processo de implantagdo. No trabalho de Harazono et al 1998, os fetos ndo foram
avaliados quanto alteragdes de esqueleto e visceras e por isso o estudo nado foi citado na

Tabela 11.

Em nosso estudo, uma dréstica redug¢ao do ganho de peso materno foi observada
a partir da dose de 15 mg TPTH/kg e foi acompanhada por embrioletalidade e pela
redu¢do do peso corporal da prole. Este achado esta de acordo com diversos trabalhos,
nos quais o tratamento com composto a base de estanho levou a uma diminui¢cdo do
ganho de peso materno, acompanhada da diminui¢do do tamanho médio das ninhada

(i.e. fetos vivos por ninhada) e da redugdo do peso médio dos filhotes.

A embrioletalidade pos-implantagdo ¢ usualmente avaliada pela proporcao de
fetos vivos (em relagdo ao nimero total de implantacdes) e pelo numero de reabsor¢des
em relagdo aos sitios de implantacdo, revelados no momento da cesarea pela técnica de
Salewisk (1964). No presente estudo, observamos um aumento da proporcao de
reabsorc¢des por sitios de implantacdo e de reabsor¢des por ninhada a partir da dose de
15 e 30mg TPTH/kg, respectivamente e também uma diminui¢do da propor¢ao de fetos
vivos por implantacdes ou redugdes da média de fetos vivos por ninhada (Tabela 4). A
embrioletalidade foi um desfecho igualmente encontrado por diversos autores apds a
exposicdo de fémeas gravidas a outros compostos organoestanhosos. Por outro lado,
Faqi ef al (1997) ndo encontraram aumento percentual de reabsor¢des, nem diminui¢do

da média dos fetos vivos por ninhada ap6s exposi¢ao de camundongos ao TBTO.
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V.4 Retardo do Crescimento intra-uterino e Teratogenicidade

Duas alteracdes ao final da gravidez demonstraram que, no intervalo de doses
investigado, o TPTH retardou o desenvolvimento pré-natal: o menor peso fetal e a

maior propor¢do de fetos apresentando sinais de retardo de ossificacdo de esqueleto.

Os fetos expostos in utero ao TPTH apresentaram uma clara diminui¢ao de peso
fetal a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg, quando o feto foi usado como unidade de
medida, e nas doses de 15 e 30 mg TPTH/kg ao considerar a ninhada como unidade de

medida. Nos niveis inferiores de dose ndo foram observadas redugdes de peso dos fetos.

Contudo, quando analisamos a presenca de sinais de retardo de ossificagdo do
esqueleto fetal, i.e. ossos ndo calcificados, pobremente calcificados ou esponjosos,
(Tabela 7) foi possivel constatar que ha um aumento dose-dependente da propor¢do de

fetos com atraso do desenvolvimento esquelético a partir da dose de 3,75 mg TPTH/kg.

Como a diminui¢ao do peso fetal e o atraso da ossificacao sao dois indicadores
de um mesmo fendmeno, i.e. o retardo do crescimento intra-uterino, estes dados
sugerem que a avaliacdo de alteracdes de esqueleto (retardo da ossificagdo) ¢ um
indicador mais sensivel deste efeito do que o peso fetal. Esta constatacdo vem confirmar
0 que ja havia sido descrito, em nosso laboratério, em experimentos com ratas Wistar

tratadas com B-mirceno (Delgado et al, 1993) e com a- terpineno (Aratjo et al, 1996).

Outra constatacdo que emerge dos dados obtidos é a que o retardo do
crescimento embriofetal (atraso de ossificacdo) ja apareceu de forma evidente na dose
de 3,75 mg TPTH/kg, dose esta em que ndo foi observado qualquer indicio de
toxicidade materna. Portanto, os dados obtidos sugerem que este efeito embriotoxico do
TPTH ¢, via de regra, primario, ou seja, o efeito sobre o feto, i.e. o retardo do
crescimento intra-uterino, ndo pode ser explicado unicamente pela toxicidade da

substancia para o organismo materno.
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As anomalias evidenciadas pela microdissec¢do dos fetos fixados em solugdo de
Bouin, ao contrario daquelas detectadas pelo exame externo, revelaram indicios
consistentes de teratogenicidade do TPTH, i.e. os nossos resultados mostraram que o

TPTH aumenta a ocorréncia de malformagdes viscerais.

No presente estudo, a freqliéncia de anomalias visiveis ao exame externo (Tabela
8) ndo se apresentou aumentada. Dentre as alteracdes encontradas nos fetos expostos in
utero ao TPTH, o aparecimento de posi¢do irregular das patas, cauda encrespada e
hematoma, foram as que contribuiram de forma mais significativa para o aumento do
numero de anomalias. Entretanto, esses achados ndo devem ser superestimados, porque
essas anomalias ocorreram em maior quantidade na menor dose testada, e também,

apareceram espontaneamente no grupo controle.

Por outro lado, o exame dos 6rgdos internos indicou aumento consistente de
anormalidades dos fetos expostos in utero ao TPTH. Um aumento dose-relacionado da
freqiiéncia de fetos apresentando timo com forma irregular foi observado a partir da
dose de 7,5 mg TPTH/kg. Esse efeito pode estar associado a propriedade imunotdxica

dos compostos trifenil de estanho.

Relatos sobre alteragdes morfoldgicas em orgdos reprodutivos femininos em
decorréncia a exposicdo in utero ao TPTH, como a por nds encontrada no presente

estudo (i.e. posi¢ao irregular de corno uterino), ndo haviam sido descritas na literatura.

No entanto, estudos sobre a interferéncia de TPT e TBT sobre o
desenvolvimento sexual masculino sdo mais freqiientes. A posi¢do irregular de
testiculos observada em nosso estudo a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg foi
semelhante a encontrada em ratos por Ema et al (1991) apds a exposi¢cdo a 5 mg/kg de
di-n-butil dicloreto de estanho (DBTCI) do dia 7 ao dia 15 de gestagdo. Em ratos (Iwai
et al 1981) e camundongos (Kimmel et a/ 1977) o TBT administrado por via oral ¢
metabolizado a derivados dibutil de estanhos (DBT) e DBT sdo considerados

teratogénicos, tanto in vivo (Ema et al 1995), quanto in vitro (Yonemoto et al 1993).

Em estudo conduzido para medir a concentracdo de trimetil de estanho (TMT)
em varios tecidos de camundongos machos, Doctor et a/ (1983) relataram que o TMT ¢

rapidamente distribuido nos rins, figado, sangue, pulmdes e testiculos, e que o pico ¢
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alcangado 1h ap6s a administragdo. Snow & Hays (1983) mostraram que a exposi¢do de
machos adultos ao TPTCI induz disturbios nos tubulos seminiferos em 72% dos animais
tratados. Saxena et al (1985) registraram que a administra¢do intratesticular de di-n-
butil de estanho induz uma marcante mudanga degenerativa nos testiculos, com possivel
atrofia dos tubulos seminiferos e completa suspensdao da espermatogénese. Omura et al
(2001) realizaram um estudo de toxicidade reprodutiva de 2 geragdes com o TBTCI em
ratos, a fim de avaliar os efeitos deste composto sobre o desenvolvimento sexual
masculino. Estes autores observaram diminui¢do do peso dos testiculos e do epididimo,
apesar das concentracdes do hormoénio luteinizante e da testosterona no soro nao
estarem diminuidas. Concluiu-se com este estudo que as mudancas observadas
correspondem a inibi¢do da aromatase e, portanto o TBTCI deve ser um fraco inibidor
da aromatase em ratos machos. No que diz respeito a masculinizagdo de gastropodes
expostos ao TBT, o relatorio do Programa Internacional de Seguranca de Quimicos
(IPCS) sobre desreguladores enddcrinos indica um possivel mecanismo endocrino
envolvido, com aumento do nivel de androgeno através da atividade da aromatase

(Global Assessment of the State-of-the-Science of Endocrine Disruptors).

Com relagdo a avaliagdo das anomalias de esqueleto, o presente estudo
demonstrou claramente que o TPTH ¢ embriofeto-toxico em doses > 3,75 mg TPTH/kg.
A propor¢do de fetos com malformacdes de esqueleto aumentou de forma dose-
dependente, a partir de 3,75 mg TPTH/kg (Tabela 10). No cranio, as anomalias que
mais contribuiram para este aumento foram a “forma irregular” do osso basioccipital e
do osso basioesfenoide, a “ossificacdo incompleta” do frontal, do interparietal, do
parietal e do supra-occipital, “buraco” no parietal e “fenda palatina” no osso palatino.
Faqi et al (1997) registraram fusdo do osso occipital com a sua parte basal em 3% dos
fetos e uma alta incidéncia de fenda palatina (11,4%). Fusdo do basioccipital com o
exooccipital (2,5%) foi encontrada na maior dose testada no presente estudo, porém este
achado ndo foi estatisticamente significativo. Na coluna vertebral observou-se “forma
irregular” do Atlas e do Axis, no esterno observou-se um aumento de “deslocamento”,
enquanto em relagdo as costelas, as anomalias encontradas foram a presenga de costelas

“mais curtas” e costelas rudimentares “extras na regido cervical”.

A relagdo dose-resposta indica que malformagdes de esqueleto foram produzidas
pelo TPTH em doses > 3,75 mg TPTH/kg, na qual marcante retardo do crescimento pré-

natal também ocorreu. No entanto, a embrioletalidade foi notada somente nas doses de
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15 ¢ 30 mg TPTH/kg. Esse modelo dose-resposta sugere que malformagdes do
esqueleto fetal e retardo do crescimento intra-uterino sao diferentes graus de
manifestagdes de um mesmo insulto primério ao embrido. E geralmente aceito que
retardo do crescimento pré-natal e aumento da taxa de reabsor¢cdes podem ser
secundarios a indugdo de toxicidade materna pela substancia (Manson & Kang, 1994).
Como discutido anteriormente, o papel da toxicidade materna como causa das
malformagdes fetais, ¢ ainda motivo de controvérsia. Khera (1984) revisou dados
publicados e examinou a relacdo entre toxicidade materna, malformagdes e
embriotoxicidade. De acordo com Khera (1984), no camundongo, mesmo malformagdes
tdo severas quanto defeitos no tubo neural, fusdo ou costelas ausentes e esternébras
fundidas podem ser causadas pela toxicidade materna. Em ratos e coelhos, Khera (1985)
encontrou sinais de toxicidade materna associados a anomalias estruturais graves, tais
como, vértebras fundidas, ausentes ou cortada longitudinalmente, e esternébras
fundidas, ausentes, ndo alinhadas ou onduladas. Embora muitos autores nao concordem
com a conclusdo de Khera de que malformagdes importantes (e.g. exencefalia) podem
ser secundarias a toxicidade materna, ¢ geralmente aceito que algumas variacdes e
anomalias estruturais reversiveis de menor importincia (e.g. costelas “extras” ou
onduladas) podem resultar dos efeitos toxicos materno (Manson & Kang, 1994 e Rogers
& Kavlock, 1996). Por conseguinte, acredita-se que um aumento da freqiiéncia de
variagdes e malformacdes de menor importancia encontradas somente em doses toxicas
para a mae, ndo necessariamente vai refletir o potencial teratogénico da substancia

testada.

Acompanhando o que foi observado em relagdo ao retardo do desenvolvimento
esquelético, o aumento da incidéncia de fetos com malformacdes de ossos manifestou-
se a partir da dose de 3,75 mg TPTH/kg, enquanto os indicios de toxicidade materna so6
se tornaram evidentes a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg. Esses dados sugerem que o
TPTH induziu embriotoxicidade em auséncia de toxicidade materna (i.e. em doses nas
quais ndo se observou distirbio da homeostasia ou do metabolismo materno) indicando
que a toxicidade pré-natal do TPTH em camundongos ndo ¢ um efeito mediado

diretamente pela toxicidade materna.
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V.5 Consideracoes finais

E importante destacar que o estudo da Toxicidade Reprodutiva de agentes
quimicos ¢ uma das areas mais complexas da Toxicologia Preditiva, ¢ que em nossa
investigacdo, somente um periodo restrito deste processo, i.e. o desenvolvimento
embriofetal, foi avaliado.

A complexidade dos estudos de Toxicologia Reprodutiva se deve, em parte, a

propria natureza e duragdo do processo reprodutivo’. A priori o processo reprodutivo é

vulneravel em todas os seus estagios (Figura 15), como pode ser demonstrado, por
exemplo, pelo fato de 10 a 20% dos casais dos paises ocidentais industrializados nao
serem capazes de gerar filhos, ou pela ocorréncia de cerca de 15% de abortos

espontaneos com manifestagdes clinicas (Riecke & Stahlmann, 2000).

Além disso, dados como a morte de aproximadamente 50% dos embrides
humanos logo apods o processo de fertilizagdo, o nascimento de cerca de 2-3% do total
de criancas nascidas no mundo industrializado com algum defeito congénito e outras
anomalias e/ou mal-funcionamento de varios 6rgaos que so serdo detectados durante o
primeiro ano de vida, demonstram que o processo reprodutivo humano ¢ afetado com

certa freqiiéncia, mesmo na auséncia de fatores exdgenos.

Nossa experiéncia com a avaliagdo do uso de drogas e agentes quimicos em
geral na gravidez indica que ambos, os estudos em animais e os estudos
epidemioldgicos sdo essenciais para a realizacdo plena da avaliagdo de risco de uma
dada substincia. Tanto os estudos conduzidos em animais como os dados
epidemiologicos apresentam algumas vantagens e, em contra partida, um certo grau de
limitacdo. Diferencas entre espécies sdo, sem duvida, a maior limitacdo dos estudos

conduzidos em animais.

' 0 processo reprodutivo é o processo biologico que assegura a continuidade das espécies, possibilitando
que o material genético existente seja passado as geragdes seguintes. Portanto, o ciclo reprodutivo néo
consiste apenas na concepg¢do, gravidez e nascimento, mas na verdade tem inicio com a producdo de
gametas nos pais (ainda no periodo pré-natal), seguindo pela fertilizacao e desenvolvimento embriofetal,
nascimento e desenvolvimento pds-natal até a maturidade sexual, quando o descendente adulto torna-se

capaz de procriar (Figura 15).
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Por razdes Obvias, substincias potencialmente toxicas na gestagdo nao sao
avaliadas em estudos clinicos prospectivos randomizados. Desta forma, os dados no
homem sdo unicamente aqueles provenientes de condi¢des de exposi¢ao pré-existentes e
o tipo de informagdo mais freqiiente neste contexto ¢ aquela originaria de registros
médicos. Além disso, alguns defeitos reprodutivos, como malformacgdes congénitas, sao
eventos raros € somente estudos muito extensos seriam capazes de detectd-los em

associa¢do com determinada exposic¢ao.

Mesmo na Alemanha um dos paises mais afetados com a “Tragédia da
Talidomida” (cerca de 1/3 das maes gravidas expostas a talidomida no primeiro
trimestre de gravidez deram a luz filhos com malformagdes) foram necessarios varios
anos de uso e o nascimento de milhares de criangas excessivamente malformadas antes
que a relacdo causa-efeito para o uso deste agente sedativo na gravidez fosse
estabelecido, apesar de a talidomida induzir defeitos anatdmicos praticamente
patognomonicos para este agente. Isso serve para enfatizar a dificuldade que existe em
reconhecer medicamentos e outros produtos como nocivos quando administrados na
gravidez, sobretudo no caso de efeitos toxicos que ndo sao tdo expressivos ou no caso
de malformagdes que ocorrem espontaneamente com certa freqliéncia em populagdes

nao-expostas (alto background).

No entanto, se dados experimentais como os demonstrados nesta dissertagdo sao

disponibilizados, os achados clinicos podem ser interpretados nesta base.
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Figura 15: O ciclo reprodutivo. A reproducdo nos mamiferos pode ser dividida em seis

partes cada qual com um grau de susceptibilidade aos diferentes efeitos adversos de
drogas e quimicos. Portanto, devem ser estudadas por testes de toxicidade reprodutiva

especificos. (Fonte: Riecke, 2000)
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Estudos especificos:

A) Pré-acasalamento até a concepgo: avaliagdo das funcdes reprodutivas de adultos
machos e fémeas, desenvolvimento e maturacdo dos gametas, comportamento no
acasalamento e fertiliza¢do.

B) Concepcao até a implantagdo: avaliagdo das fungdes reprodutivas de adultos fé€meas,
desenvolvimento pré-implantacdo e implantacao.

C) Implantagdo até o fechamento do palato: avaliagdo das fungdes reprodutivas de adultos
fémeas, desenvolvimento embrionario e formagao de 6rgéos principais.

D) Fechamento do palato até o final da gestagdo: avaliacdo das fungdes reprodutivas de
adultos fémeas, crescimento e desenvolvimento fetal, e crescimento e desenvolvimento dos

orgaos.

E) Nascimento até o desmame: avaliagdo das fungdes reprodutivas de adultos fémeas,
adaptacdo neonatal a vida extra-uterina, crescimento e desenvolvimento pré-desmame.

F) Desmame at¢ a maturidade sexual: crescimento e desenvolvimento pos-desmame,
adaptacgdo a vida independente, e alcance da fungdo sexual completa.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que o TPTH foi toxico para o organismo
materno, reduzindo o ganho de peso ao longo da gravidez e induzindo efeitos toxicos
nas doses de 7,5; 15 e 30 mg TPTH/kg. Em niveis de dose ainda menores, i.e. a partir de
3,75 mg TPTH/kg, o TPTH afetou adversamente o desenvolvimento embriofetal de
camundongo, o que nos permite concluir que o TPTH ¢ embriofeto-toxico em doses em
que ndo foram observados indicios de toxicidade materna, apontando para uma certa
seletividade dos efeitos adversos sobre o desenvolvimento embriofetal.

Dentre os efeitos induzidos in utero pelo TPTH, os mais marcantes foram:

» Aumento na propor¢ao de reabsor¢des e reducdo do numero de fetos
vivos a partir da dose de 15 mg/kg. Esses achados indicam a
embrioletalidade causada pelo TPTH.

» Retardo do desenvolvimento intra-uterino, caracterizado por diminui¢ao
do peso corporeo fetal a partir da dose de 7,5 mg TPTH/kg e atraso do
desenvolvimento esquelético (ossos ndo calcificados, ossos pobremente
calcificados e ossos esponjosos) a partir da dose de 3,75 mg TPTH/kg.

» Aparecimento de malformagdes viscerais, tais como, forma irregular do
timo e posicao irregular de testiculos e cornos uterinos a partir da dose de
7,5mg/kg.

» Ocorréncia de malformagdes esqueléticas a partir da dose de 3,75 mg
TPTH/kg, i.e. fenda palatina, forma irregular de ossos do cranio, esterno
deslocado, entre outras.

Os dados do presente estudo indicam que o TPTH ¢ uma substancia
teratogénica, uma vez que induziu um aumento na freqiiéncia de malformagdes nos
grupos tratados que ndo ocorreram (e.g. fenda palatina) ou que ocorreram em freqiiéncia
relativamente baixa (e.g. forma irregular de ossos do cranio, tais como basioccipital e do
basisfenoide) no grupo controle. Nas condi¢des do presente estudo, ndo foi possivel
fixar o nivel méaximo de dose em que nao se observam efeitos adversos (ou NOAEL <
3,75mg TPTH/kg), devido ao fato de na menor dose estudada terem sido observados

efeitos adversos.
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