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EPIGRAFE

Quem caminha sozinho pode até chegar mais rapido, mas
aquele que vai acompanhado, com certeza vai mais longe.

Clarice Lispector - Escritora e Jornalista (1920-1977)



RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade geral do uso da piplartina (Piper
tuberculatum), como também, analisar seu potencial teratogénico no desenvolvimento
fetal de camundongos (Mus muscullus). Para a execucdo do trabalho, os camundongos
foram dispostos na proporcao de trés fémeas para um macho, para a realizagéo do coito.
Na sequéncia apos a constatacdo da gravidez da fémea, por meio da presenca da rolha
vaginal, iniciou-se o tratamento com a piplartina nas concentracfes de 25, 50 e 100
mg/kg. O tratamento das fémeas gravidas, foi realizado via gavagem, uma vez ao dia, no
intervalo do sexto ao décimo oitavo dia de gestacdo, e 0s animais monitorados. Neste
trabalho foram analisados aspectos como, toxicidade materna, toxicidade embrio-fetal,
analise visceral fetal, analise esquelética fetal, analise hematoldgica e bioquimica e, por
fim, a fragmentacdo de DNA e ciclo celular. No geral, a toxicidade materna foi avaliada
por meio de observacdes referentes ao peso dos 6rgaos, como figado, bago, coracéo,
intestino, pulmao e placenta, no qual foram retirados e pesados. Estes dados demonstram
que mesmo ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos, dos érgdos analisados,
0 coracdo apresentou 0 maior ganho de peso no grupo experimental de 100mg/kg e os
demais Orgaos nas outras concentracdes testadas. Além disso, a toxicidade embrio-fetal
ndo apresentou diferenca estatistica entre os camundongos estudados. Em relacdo as
anomalias fetais, e analises esqueléticas fetais também ndo foram apresentadas alteracdes
ligadas a piplartina. As analises hematoldgicas e bioquimica também foram realizadas,
onde podemos observar que ndo houve mudanca significativa nos eritogramas,
leucogramas e plaquetogramas avaliados. Na avaliacdo de fragmentagdo do DNA em
células da medula dssea, os resultados expressam taxas de fragmentacao inferior a 22%
nos grupos experimentais, similar a fragmentacdo de aproximadamente 19% do controle.
A distribuicao de subpopulacéao de células no ciclo celular, evidencia diferenca estatistica
significativa na fase S do grupo experimental tratado na concentracdo de 50 mg/Kg de
piplartina. Os resultados corroboram com a seguranca da exposicdo da piplartina as
concentracdes e modelo animal avaliado, sendo possivel observar que a piplartina ndo
demonstrou efeitos tdxicos significativos e/ou correlacionados a exposicdo dos grupos
experimentais. O estudo demonstrou potencial inovador referente a molécula,
proporcionando resultados promissores para estudos posteriores e corroborando com

aplicacdes biomédicas, nanotecnoldgicas e farmacéuticas.

Palavra-chave: teratogénese, produtos naturais, biotecnologia, Piperaceae.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the general toxicity of the use of piplartine (Piper
tuberculatum), as well as to analyze its teratogenic potential in the embryonic
development of mice (Mus muscullus). For the execution of the work, the mice were
arranged in the proportion of three females for one male, for the accomplishment of the
coitus. Following the confirmation of the female's pregnancy, through the presence of the
vaginal plug, treatment with piplartine at concentrations of 25, 50 and 100 mg/Kg was
started. Treatment of pregnant females was performed via gavage, once a day, between
the sixth and eighteenth day of gestation, and the animals were monitored. In this work,
aspects such as maternal toxicity, embryo-fetal toxicity, fetal visceral analysis, fetal
skeletal analysis, hematological and biochemical analysis and finally, DNA
fragmentation and cell cycle were analyzed. Overall, maternal toxicity was assessed
through visual observations regarding the weight of organs, such as liver, spleen, heart,
intestine, lung and placenta, from which they were removed and weighed. These data
demonstrate that even with no statistical difference between the groups of Organs
analyzed organs, the heart showed the greatest weight gain in the experimental group of
100mg/kg and the other organs in the other concentrations tested. In addition, embryo-
fetal toxicity showed no statistical difference between the mice studied. Regarding fetal
anomalies, and fetal skeletal analyses, there were also no changes related to piplartine.
Hematological and biochemical analyzes were also performed, where we can observe that
there was no significant change in the erythograms, leukograms and plateletograms
evaluated. In the evaluation of DNA fragmentation in bone marrow cells, the results
expressed fragmentation rates of less than 22% in the experimental groups, similar to
fragmentation of approximately 19% in the control. The distribution of subpopulation of
cells in the cell cycle shows a statistically significant difference in the S phase of the
experimental group treated at the concentration of 50 mg/Kg of piplartine. The results
corroborate the safety of piplartine exposure to the concentrations and animal model
evaluated, and it is possible to observe that piplartine did not demonstrate significant toxic
effects and/or correlated with the exposure of the experimental groups. The study
demonstrated innovative potential regarding the molecule, providing promising results
for further studies and corroborating biomedical, nanotechnological and pharmaceutical

applications.

Keywords: teratogenesis, natural products, biotechnology, Piperaceae.
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INTRODUCAO

A procura por compostos bioativos a partir de produtos naturais tém se tornado
cada vez mais usual, uma vez que estes compostos, podem vir a ser uma alternativa eficaz
e acessivel para o tratamento e prevencao de doencas. Além disso, a disponibilidade de
bibliotecas de compostos naturais vém sendo uma ferramenta significativa para a
identificacdo de novos compostos bioativos. Nesse contexto, a pesquisa por alternativas
terapéuticas tem trazido inimeros beneficios, ja que atraves dessas moléculas naturais
podem ser estudadas suas atividades bioldgicas, propiciando aplicacGes farmacéuticas,
alimenticias e cosméticas (KOEHN, CARTER, 2005).

O uso terapéutico de plantas medicinais esta presente desde os primdrdios da
historia humana; é descrito na literatura que as plantas do género Piper possuem ampla
atividade na medicina tradicional sendo utilizado para diversos fins como tumores,
bronquite, asma, tosse, infeccBes respiratorias, cdlera, malaria, hepatite viral, gonorréia,
constipacdo, diarréia, dor de estdmago, paralisia da lingua, doencas do baco e doencas
tropicais negligenciadas em geral (BEZERRA et al, 2013; BEZERRA et al, 2009).

A piplartina, também conhecida como piperlongumina, é caracterizada por ser um
composto amida alcaldide proveniente das plantas do género Piper e pode ser encontrada
nas espécies: Piper alatabaccum, Piper chaba Hunter, Piper cenocladum, Piper longum,
Piper tuberculatum, e Piper puberulum (BEZERRA et al, 2013). Tem sido descrito na
literatura que esse composto apresenta atividades leishmanicida, esquistossomicida,
antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral e imunomodulatéria, induzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (BEZERRA et al, 2006;
BEZERRA et al, 2013; ARAUJO-VILGES et al, 2017; MOREIRA et al, 2018;
MENGARDA et al, 2020; BEZERRA, 2007).

Na medicina ayurvedica a piplartina se apresenta como uma alternativa
terapéutica contra tumores devido a seus efeitos genotoxicos e indutores do estresse
oxidativo (COSTA-LOTUFO et al, 2005). Esse composto, também demonstra
capacidade na reducdo de angiogénese e na inibicdo de vasos sanguineos em
xenoenxertos tumorais de camundongos. Relatos recentes, mostram a analise da
piperlongumina como um promissor inibidor da migracao de células de cancer de mama,

e indutor seletivo na morte de celular de células cancerosas (ROH et al, 2014; LEE, 2009).
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A farmacocinética da piplartina ainda ndo foi bem estabelecida, indicando que
essa substancia possui melhor biodisponibilidade em modelos murinos por administracéo
oral. Estudos prévios com modelos murinos, como os de linhagem Swiss, foram
realizados testando a piplartina, para determinacdo da toxicidade. Em modelos in vivo
tratados com a piplartina, foram analisados parametros hematoldgicos, bioquimicos,
histopatoldgicos e morfoldgicos, ndo havendo nenhuma alteracdo significativa nos
pardmetros bioquimicos e hematolégicos quando comparados ao controle. A anélise
histopatoldgica indicou apenas uma leve e reversivel alteracdo nos rins, indicando que a
piplartina possui toxicidade sistémica fraca para esses modelos (BEZERRA, 2013).

Diante deste cenario, podemos salientar que a piplartina € uma molécula
promissora que ja demonstrou apresentar caracteristicas, antiparasitarias e efeitos
citotoxicos, podendo dessa forma, ser utilizada como planta medicinal. A aplicacdo da
piplartina é comprovadamente variada, podendo ser usada inclusive em tratamentos de
doencas digestivas e respiratorias, sedativo e soro antiofidico (DE SOUZA OLIVEIRA
et al., 2018; SANTOS et al., 2021; DOS SANTOS SALES et al., 2017; BRAGA, 1960;
SIMOES, 2009; SILVA et al., 2016). Todos esses efeitos relatados estdo relacionados
direta ou indiretamente a presenca dos metabolitos secundarios volateis e ndo volateis
produzidos por essa planta.

Tradicionalmente, estudos realizados em modelos murinos, proporcionam uma
triagem confiavel para a pesquisa do potencial teratogénico em humanos. E, apesar da
constatacdo de baixa toxicidade da piplartina, ainda existem algumas questdes a serem
debatidas, e dentre elas, o efeito citotdxico deste composto em modelos experimentais
murinos gestantes, uma vez que a malformacéo de fetos pode estar intimamente ligada ao
uso de medicamentos (SCHULER-FACCINI et al, 2002).

Um marco historico em relacdo ao uso de medicamentos por gravidas, foi o0 uso
da Talidomida (1957), hoje considerado um teratogénico potente a satide humana. Ap6s
5 anos da sua comercializacdo no mercado farmacéutico, ja havia mais de 10 mil casos
de defeitos congénitos associados ao medicamento. Este episddio, serviu como alerta
sobre a importancia dos riscos do uso incorreto de medicamentos. No Brasil, existe uma
rede nacional de informacdo a respeito de substancias teratogénicas, o Sistema Nacional
de Informacéo sobre Agentes Teratogénicos (SIAT), com servicos gratuitos em varias
cidades do pais (SCHULER-FACCINI et al, 2002).

H& um grande nimero de substéncias cujo o potencial teratogénico ainda ndo se

conhece, e com isso as instituicbes passaram a se preocupar, ndo apenas com a
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comercializacdo e producdo de medicamentos, mas sim com as pacientes gestantes. Nesse
sentido, a farmacovigilancia tém exercido seu papel, operando na avaliagdo, compreenséo
e prevencdo de efeitos adversos ou qualquer possivel problema relacionado a
medicamento (SCHULER-FACCINI et al, 2002).

Segundo dados do boletim de salde, o uso indevido de remédios durante a
gravidez, acarretam em cerca de 3% das malformac0es fetais, principalmente quando
estes sdo administrados no primeiro trimestre. Devido & alta toxicidade das drogas
existentes para gestantes, torna-se necessario estudos realizados com moléculas naturais
alternativas para aplicacdes biomédicas, e que ndo apresentem riscos ao feto. A exposicdo
a farmacos na ocasido da concepcao e implantagdo do dvulo fecundado pode matar o feto,
e a paciente pode nunca saber que esteve gravida. Os primeiros 3 meses sao 0S mais
criticos em termos de malformac6es. Defeitos funcionais e comportamentais tém sido
associado com exposicdo a drogas em fases posteriores da gestacdo (SCHULER-
FACCINI et al, 2002).

O efeito tdxico de um agente quimico pode ocorrer durante todos os periodos do
desenvolvimento embriolédgico e fetal de um mamifero, no entanto, as consequéncias
podem variar conforme o periodo de exposicdo (BERNARDI; SPINOSA, 2017). Muitas
agéncias reguladoras, tais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estimulam que sejam realizados testes com modelos animais para avaliar os possiveis
efeitos teratogénicos oriundos da exposicdo de farmacos em potencial, tendo em vista a
seguranca na administracdo destes compostos no decorrer do periodo gestacional.

O presente trabalho associou o teste de produtos naturais a partir da biodiversidade
brasileira, com foco em teratogénese e toxicidade em fetos. A matéria-prima utilizada
foram raizes dos espécimes de Piper tuberculatum, previamente coletados e identificados
por especialistas, e na sequéncia, foram obtidos os extratos puros para a testagem em
camundongos murinos gestantes.

P. tuberculatum é comumente conhecida como pimenta comprida, pimenta-de-
macaco, pimenta-longa ou pimenta d’arda (CASTRO, 2007; BRAGA, 1960; SILVA et
al., 2016; GUIMARAES; DA SILVA GIORDANO, 2004; DE SOUZA OLIVEIRA et
al., 2018;). As plantas de P. tuberculatum geralmente sdo arbustos com cerca de 2-2,5m
de altura e largura de 3,6-12,2 m. Desenvolvem-se em altitudes de aproximadamente 550
m, em encostas Umidas. Presentes nos continentes Americano e Antilhas, no Brasil séo

encontradas nos estados do Amazonas, Pard, Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba,
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Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso (GUIMARAES; DA SILVA GIORDANO,
2004).

Diversos estudos, apontam as substancias de P. tuberculatum como potencial
controlador de pragas, tendo altas taxas de mortalidades de insetos e larvas de mosquitos
(NAVICKIENE et al., 2007; SCOTT et al., 2002; SCOTT et al., 2005). Geralmente sdo
utilizados os extratos de sementes, caule e folhas dessa espécie, para provocar a
mortalidade de pragas, ou seja, apresentam potencial inseticida (DEBONSI
NAVICKIENE et al., 2006; CASTRO, 2007; SCOTT et al., 2005).

Em suma, visando novas abordagens terapéuticas eficazes, com baixa toxicidade
e com via de administragéo oral, e o efeito imunomodulador da piplartina, o principal
objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade e o potencial teratogénico da piplartina no
uso experimental em fémeas gravidas de camundongos Mus muscullus. Este trabalho
agrega pesquisas para o desenvolvimento e aplicacfes a partir da piplartina e fornece
dados cientificos e tecnolégicos que visam subsidiar o desenvolvimento de novos

produtos em prol da satde e qualidade de vida.
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CAPITULO |

REVISAO SISTEMATICA DAS POTENCIALIDADES DA PIPLARTINA
FRENTE A APLICACOES BIOLOGICAS

Resumo

Contexto: A piplartina é caracterizada por ser uma amida natural biologicamente ativa,
isolada da planta Piper turbeculatum Jack, (familia Piperaceae). Essa substancia possui
vastas propriedades farmacoldgicas que, aliado a saide humana e bioeconomia, pode
resultar em futuras aplicacfes biomédicas, nanotecnoldgicas e farmacéuticas. E, embora
existam varios estudos relacionados com extratos de plantas dessa familia, ainda existem
varias lacunas a serem preenchidas a respeito das diversas propriedades desta espécie.
Objetivo: Analisar através de uma revisdo sistematica, os principais artigos relevantes da
literatura que contenham o uso e as potencialidades da piplartina frente a aplicacGes
bioldgicas. Materiais e Métodos: Foram realizadas pesquisas nos bancos de dados Scielo
e Pubmed para a obtencdo de artigos atuais e relevantes (2015- 2022) na aplicacdo da
piplartina em ambito experimental. Atraves dos descritores selecionados, os artigos foram
procurados nos idiomas em Portugués e Inglés. Resultado e discussdo: Foram
encontrados 14 artigos relevantes baseados nos descritores definidos. Como resultados
desta pesquisa, destaca-se que a piplartina possui diferentes abordagens e usos biolégicos
no ambito terapéutico e experimental. Através dos artigos encontrados, podemos salientar
que a piplartina possui potencial anticancer, leishmanicida, esquistossomicida, anti-
inflamatdrio, antigungico, entre outros. Conclusdo: A piplartina € um composto
promissor em diferentes areas de estudos relatadas, e sua composicao quimica facilita que
suas propriedades sejam téo distintas. E, embora sejam muitos os estudos que avaliaram
as diferentes propriedades da piplartina, podemos ver este composto como uma

substancia em potencial para novos ensaios biologicos e experimentais.

Palavras-chave: piplartina ou piperlongumina, toxicidade materna, potencial

teratogénico, biologia do desenvolvimento
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1. Introdugéo

A ordem Piperales abrange cinco familias, sendo elas: Hydnoraceae,
Lactoridaceae, Aristolochiaceae, Saururaceae e Piperaceae. A familia Piperaceae possui
duas subfamilias: Piperoideae e Peperomioideae (RUSCHEL, 2004). As plantas da
familia Piperaceae sdo ervas eretas ou escandentes, arbustos ou pequenas &rvores,
terrestres ou epifitas, estando distribuidas nas regibes tropicais e sub-tropicais do mundo
(PARMAR et al., 1997; GUIMARAES; DA SILVA GIORDANO, 2004). E sio
encontradas principalmente nas regides dos tropicos da América Latina e da Asia
(YUNCKER, 1958). Essa familia apresenta cerca de 3700 espécies pertencentes a 5
géneros, sendo que as mais conhecidas sdo do género Piper e Peperomia. No género
Piper existem cerca de 2000 espécies, esses géneros apresentam alto valor medicinal,
econbémico e comercial, por serem pimentas usadas, mundialmente, como temperos
picantes (PARMAR et al., 1997; JARAMILLO; MANOS; ZIMMER, 2004; SIMOES,
2009).

As plantas da familia Piperaceae sao muito conhecidas na medicina popular contra
febre, dores, inflamacdo em geral, reumatismo, asma, bronquite, doencas intestinais,
respiratdrias e renais, bem como efeito ansiolitico, anti-inflamatério, antiplaquetéario e
antitumoral (BEZERRA et al., 2005; 2006; 2008; FELIPE et al., 2007; FONTENELE et
al., 2009; SCOTT et al., 2002). Algumas espécies deste género tém sido bem investigadas
do ponto de vista fitoquimico e farmacologico, pois sdo fontes de dleos essenciais
bioativos e de grande interesse para as industrias farmacéuticas. Um dos compostos mais
estudados, trata-se da piplartina, que devido a sua baixa toxicidade, e com importante
valor farmacoldgico descoberto, acaba se tornando uma alternativa promissora contra
diversas doencas.

Os metabolitos secundarios sdo substancias liberadas por plantas com a finalidade
de defesa contra predadores, patdgenos e microrganismos, atuando inclusive na atracao
de polinizadores, e protecdo da planta de radiacdo ultravioleta, além de diversas outras
finalidades (NOGUEIRA, 2019). As amidas liberadas pelas plantas sdo responsaveis
pelas defesas quimicas, estando associadas geralmente a atividades biolégicas como
repelentes ou inseticidas para diferentes espécies de insetos (POHLIT et al., 2004;
NAVICKIENE et al., 2007; RAMOS; VANIN; KATO, 2008; RAMOS; KATO, 2009,
2013; SIMOES, 2009; RAMOS et al., 2020).
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Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar o uso e as aplicagdes
recentes da piplartina frente ao cenério de doencas e questdes de saude, de forma a
compreender seu mecanismo, e ter um panorama geral do seu efeito citotoxico, para uma

possivel aplicacdo para a promocéo de saude.

2. Materiais e Métodos

O estudo constitui em uma revisdo bibliografica de carater analitico com a
finalidade de analisar os principais usos da piplartina e suas aplicacOes frente a atividades
bioldgicas. A coleta de dados foi realizada durante a pesquisa de estudo, e utilizou-se para
a pesquisa as bases de dados Scientific Eletronic Library Online (SCIELO) e National,
Library of Medicine (PUBMED). E, como critério de inclusdo, publicados entre 0s anos
de 2015 e 2022. E importante salientar que os artigos escolhidos tinham como principal
objetivo o uso e as aplicacdes da piplartina no ambito experimental, visando a anélise de
seu efeito protetor, fitoterapico e citotdxico.

Neste estudo, primeiramente, foram incluidos artigos cientificos que fossem
adequados a tematica estipulada, com descritores como: Piplartina ou piperlongumina,
toxicidade materna, potencial teratogénico, biologia do desenvolvimento, suas
combinagOes e variantes em inglés. Para a busca dos artigos, os descritores foram
combinados entre si, utilizando a conjungdo gramatical “’and’’ e “’or’’ Para as pesquisas
nas bases de dados PUBMED e SCIELO, néo foi limitado o idioma, contudo o idioma
que mais continham artigos disponiveis foi o Inglés.

Apbs a selecdo dos artigos previamente definidos foram realizadas leituras
exploratdrias, e na sequéncia uma leitura seletiva para a escolha do material que mais se
adequasse ao objetivo do estudo. Finalizando com a leitura analitica e interpretacdo e

analise dos textos.

3. Resultados e Discussao

Dos artigos encontrados na busca inicial, foram selecionados 14 artigos para a
leitura e fichamento. Todos os artigos selecionados foram encontrados de acordo com a
combinacdo dos descritores definidos. Dentre os artigos selecionados, todas as
publicacdes foram encontradas em inglés, totalizando 14 artigos. Em relacdo ao periodo

de publicagéo dos artigos analisados, os anos de 2015 a 2022 foram selecionados, sendo
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que os anos de 2020 e 2022 concentraram 0 maior nimero de artigos publicados,

totalizando 4 artigos em cada ano. O ano de 2015 contou apenas com 1 publicagéo e o
restante datava de 2019 e 2021.

Como resultados desta pesquisa, destaca-se que a piplartina possui diferentes

abordagens e usos bioldgicos no &mbito terapéutico e experimental. Atraves dos artigos

encontrados,

podemos salientar que a piplartina possui

leishmanicida, esquistossomicida, anti-inflamatério, entre outros.

Tabela 1: Revisao bibliografica da piplartina.

Estudo

Autores

potencial

anticancer,

Referéncias
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(piperlongumine),
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in cancer

Antiparasitic activity of
piplartine
(piperlongumine) in a
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3.1 Efeito anticancer da piplartina e inducao de apoptose

Os estudos das atividades da piplartina comegaram na década de 1990 e esta droga
ainda desperta o interesse de pesquisadores para elucidar seu mecanismo de a¢do (WANG
et al, 2014). Estudo com células leucémicas mostram que a exposi¢cdo a molécula da
piplartina causou a inibicdo da sintese do DNA e a inducdo da morte celular. Em outro
estudo, a piplartina causou o bloqueio do ciclo celular na fase G2, seguida de
fragmentacdo do DNA celular, induzindo a apoptose (WU YE, 2022; HAO MA, 2021,
BEZERRA et al., 2008). Neste mesmo trabalho, os autores se posicionaram
favoravelmente a hipotese de que os efeitos citotoxicos e mutagénicos da piplartina
possam ser explicados por sua atuacdo sobre o DNA, principalmente durante o periodo
de crescimento celular. Em relacdo a tumores de pele, sua aplicabilidade se da através de
nanoemulsdo modificada com quitosana, esta, contendo piplartina sugere ser uma nova
estratégia para o tratamento local do cancer de pele (GIACONE, 2020). A potencialidade
antineoplasica da piplartina vém sido evidenciada, sendo considerada um importante
protétipo para o desenvolvimento de drogas anticancer (BEZERRA, 2021, CHENG,
2020). Através do estresse oxidativo e varias vias de sinalizacao celular, pode-se constatar
que a piplartina é promissora na morte de células cancerigenas, incluindo as vias p53,
NF-kB, MAPK, STAT3 e PI3K/Akt/mTOR (BEZERRA, 2021). Somado a isso, o fato de
a piplartina ser um alcaloide lipofilico, esta é capaz de atravessar a barreira hemato-
encefalica (LIU et al, 2014), e, portanto, pode ser promissora no tratamento de gliomas.
Liu e colaboradores (2014) analisaram o efeito deste alcaloide nas linhagens de glioma
LN229, U887 MG, 8MG BA. Seus resultados mostram que a piplartina tem efeitos
citotdxicos nas trés linhagens (LIU, 2014).

Além disso, a piplartina tem potencial na inducdo da morte celular por autofagia
em linhagens de céncer de prdstata, mama, de colo de Utero, carcinoma renal e
osteossarcoma (WANG et al. 2014), além de inibir o crescimento de tumor de mama e
sarcoma 180 em camundongos transplantados. Os mecanismos de interacdo do DNA com
moléculas farmacoldgicas sdo fundamentais para o entendimento de suas acgdes
terapéuticas nos sistemas fisioldgicos. A piperlongumina é amplamente estudada por seu
potencial anticancerigeno (YADAYV, 2022). Raj e colaboradores (2011) demonstram,

com seu estudo, que o tratamento com piplartina induz morte celular/apoptose
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seletivamente em varias linhagens de cancer, como osteossarcoma, cancer de mama e de
célon, mas ndo em células normais, modulando a expressao de membros de vias de
sinalizacdo de sobrevivéncia e apoptose, como as proteinas p53 e Bcl-2. Somado a isso,
ensaios realizados em tratamento de pele foram realizados, resultando em testes com
varias formulacdes e periodos de tempo (CARVALHO, 2019). Niu (2015), descreve
outro novo mecanismo pelo qual a piperlongumina medeia seus efeitos antitumorais, a
inibicdo da exportacdo nuclear pela deste composto pode ser responsavel por suas

propriedades terapéuticas em doencas cancerigenas (NIU, 2015).

3.2 Efeito leishmanicida da piplartina

Os tratamentos disponiveis para a leishmaniose sdo limitados e causam efeitos
colaterais toxicos aos acometidos. Neste contexto, a piplartina esta entre umas das opgdes
terapéuticas promissoras, ja que sua atividade leishmanicida em um modelo in vivo é
evidente (TIOCOME, 2020). A utilizacdo da piplartina contra a infeccéo por Leishmania
amazonensis foi evidenciada por uma reducgédo significativa do tamanho de lesdes
cutaneas e diminuicdo da carga parasitaria do baco, resultado muito semelhante ao
glucantime, medicamento padrdo utilizado para tratamento (TIOCOME, 2020;
BEZERRA et al, 2013). Este estudo refor¢a o potencial terapéutico da (E)-piplartina
como um promissor composto lider contra doencas infecciosas negligenciadas causadas
por parasitas (TIOCOME, 2020).

3.3 Efeito esquistossomicida da piplartina

De acordo com o Ministério da Salde, a esquistossomose é uma infeccdo
parasitaria que acomete cerca de 1,5 milhdes de pessoas que vivem em areas endémicas.
Apesar de ja haver o tratamento com praziquentel disponivel, existe uma necessidade
urgente de novos agentes anti-helminticos. Estudos realizados com a piplartina, causaram
uma reducdo significativa na carga de vermes em camundongos. Além disso, a producéo
de ovos de Schistosoma. mansoni, também foi significativamente inibida pela piplartina
(MENGARDA, 2020; CAMPELO, 2018). A piplartina j& é descrita na literatura por
apresentar atividades leishmanicida, esquistossomicida, antibacteriana, antifingica,

antiviral, antitumoral e imunomodulatéria, induzindo a producdo de espécies reativas de
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oxigénio e nitrogénio (BEZERRA et al, 2006; BEZERRA et al, 2013; ARAUJO-
VILGES et al, 2017; MOREIRA et al, 2018; MENGARDA et al, 2020; BEZERRA,
2007).

3.4 Complexos de ruténio com piplartina

O ruténio é um metal nobre, com propriedades anticorrosivas que podem
adquirir diversos estados de oxidacdo, sendo caracterizados por suas propriedades
luminescentes e conhecidos como polipiridinicos. Estudos recentes, mostram que sintese
de complexos de ruténio com piplartina apresentaram citotoxicidade mais potente do que
a proépria piplartina em diferentes células cancerosas, transcritos de RNA regulados de
varias apoptose genes relacionados e apoptose mediada por espécies reativas de oxigénio
(ROS) induzidas em células HCT116 de carcinoma de c6lon humano (BALIZA, 2019).
Além disso, constatou-se 0 complexo aumentou significativamente a inducdo de morte
celular in vitro, bem como sua acdo in vivo, em modelos de xenoenxerto. (BALIZA,
2019).

3.5 Efeito anti-inflamatorio da piplartina

A atividade anti-inflamatérias da piplartina foi analisada in vivo usando linhagem
celular de macréfagos murino J774, os estudos demonstraram que a piplartina suprime a
expressdo de iINOS e COX-2, reduz a producdo de PGE2, TNF-a ¢ IL-6, diminui a
fosforilagdo de MAPKSs e NF-«B e atenua a atividade de NF-kB por macréfagos ativados
por LPS. A piplartina também inibe a produgdo de IL-1B e suprime a ativa¢do do
inflamassoma NLRP3 por macréfagos ativados por LPS/ATP e LPS/nigericina. Além
disso, a piplartina reduz a producgéo de 6xido nitrico (NO) e TNF-a, IL-6 e IL-1, diminui
o0 dano tecidual induzido por LPS, atenua a infiltracdo de células inflamatérias e aumenta
a taxa de sobrevivéncia. Coletivamente, esses resultados demonstram que a piplartina
exibe atividades anti-inflamatorias na inflamacéo e sepse induzidas por LPS e sugerem

que a piplartina pode ter beneficios para o tratamento da sepse (HUANG, 2021).
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4. Conclusao

Embora sejam muitos os estudos que avaliaram o potencial citotoxico da molécula em
células em cultura e modelos animais, ainda sdo escassas as informacdes a respeito de sua
aplicabilidade toxicidade no desenvolvimento embriofetal por exemplo. Tendo em
consideracdo a estrutura quimica deste composto, capacidade de atravessar a barreira
hemato-encefalica, pode ser promissora no tratamento de gliomas, ainda sera necessaria
a exploracdo das potencialidades que este composto pode ter em relagéo a outras doengas
e ensaios bioldgicos.
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CAPITULO 1l

AVALIACAO DA TOXICIDADE E DO POTENCIAL TERATOGENICO DA
PIPLARTINA NO DESENVOLVIMENTO DE CAMUNDONGOS (Mus

muscullus)

Resumo

Contexto: A piplartina é uma amina natural e biologicamente ativa isolada de espécies
do género Piper, pertencentes a familia Piperaceae. Essa substancia possui vastas
propriedades farmacoldgicas que, aliado a satde humana e bioeconomia, pode resultar
em futuras aplicagdes biomédicas, nanotecnologicas e farmacéuticas.

Objetivo: Avaliar a toxicidade geral e potencial teratogénico da piplartina no
desenvolvimento embrionario de camundongos.

Materiais e Métodos: Os animais foram dispostos na proporcao de trés fémeas para um
macho e, apds o coito e analise macroscopica da presenca da rolha vaginal, as fémeas das
quais apresentaram foram triadas para inicio do experimento. O experimento ocorreu em
quatros grupos nas concentracfes de 25, 50 e 100 mg/kg/dia e DMSO a 2%no grupo
controle. Ap0s isto, foi realizado monitoramento das fémeas prenhes quanto a toxicidade
materna através de sinais clinicos, a laparotomia e analise dos 6rgdos, parametros
hematoldgicos e bioguimicos e a fragmentacdo de DNA e ciclo celular.

Resultado: Na toxicidade materna, as analises estatisticas ndo demonstraram alteracdes
significativas no peso dos 6rgdos maternos e ganho de peso corrigido entre o grupo
controle e as concentracOes testadas(p>0,05). A toxicidade embrio-fetal, baseada nas
analises de média de implantac@es, reabsorcdes e fetos mortos é elevada no grupo na
concentracdo de 50 mg/Kg. Entretanto, o nimero de implantacGes e reabsorcbes se
estabilizam e o nimero de fetos mortos reduz no grupo de 100 mg/kg. Na avalia¢do
visceral fetal, esquelética fetal, hematoldgica, bioquimica e de fragmentacdo de DNA nao
foi demonstrado alteragdes significativas (p>0,05).

Discussédo e Conclusédo: Na toxicidade materna, o coragdo demonstrou maior ganho de
peso nas concentracBes testadas, mesmo ndo demonstrando diferenca estatistica
significativa (p>0,05). Ao contrario dos demais orgaos analisados, o peso médio do utero
no grupo controle foi maior que nos grupos expostos a piplartina, evidenciando uma
possivel relacdo com os sitios de implantagéo e reabsor¢do. Na toxicidade embrio-fetal,

os resultados elevados na concentragdo de 25 mg/kg podem sugerir efeito embriotoxico.
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No entanto, essas variaveis estabilizaram na maior concentracdo de 100 mg/kg, excluindo
a interpretacdo de efeito dose-dependente. A andlise visceral fetal evidenciou alteragdes
na adrenal na concentragdo de 100 mg/Kg, entretanto, os demais 6rgdos ndo possuem
alteracdes estatistica significativa (p>0,05). Na anélise esquelética, foram observadas
anomalias no quinto esternébro, como tamanho reduzido ou auséncia e irregularidades no
formato. Entretanto, essas podem estar relacionadas com retardo de desenvolvimento
intra-uterino, correlato a ossificacdo. Sugerindo que a formagdo Ossea inicial ndo é
expressivamente afetada pela exposicdo a piplartina. Os parametros bioquimicos e
hematoldgicos néo elucidaram alteracbes que sugerissem impacto nos niveis séricos de
marcadores (p>0,05), descartando danos funcionais ao figado e rins, além de processo
inflamatorio, anemia e disfuncdo da medula 6ssea. As taxas de DNA fragmentado em
células de medula dssea nos grupos tratados foram similares a do controle, indicando
auséncia de genotoxicidade. As doses testadas de piplartina também ndo afetaram a
proliferacdo das células progenitoras. Diante disto, como os resultado e interpretacdes
supracitas, conclui-se que as exposic¢des ndo foram capazes de induzir toxicidade materna,

embrionaria e genotoxica em camundongos fémeas Mus muscullus.

Palavras-chave: piplartina, toxicidade materna, potencial teratogénico, biologia do

desenvolvimento, toxicologia.
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1. Introducéo

Classificada como um alcaloide amida, a piplartina € uma molécula natural e
biologicamente ativa isolada de espécies do género Piper, pertencentes a familia
Piperaceae (Figura 1) (BEZERRA et al. 2013). Sdo vastas as propriedades
farmacoldgicas desta molécula, tais como a atividade bioldgica contra sepse induzida por
LPS em modelo animal atraves da supressao da expressao de iNOS e COX-2, atenuacao
da infiltragdo celular pro inflamatdria, supressdo da ativacdo de inflamassoma e da
secrecdo de citocinas pro inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) por células da linhagem
J774A (HUANG et al. 2021). Também foi descrita a atividade antiproliferativa induzindo
despolimerizacéo dos microtibulos em cancer de mama MCF-7 (MEEGAN et al. 2017),
acdo citotoxica em glioblastoma (NOBREGA et al.2018) e atividade antitlcera e
gastroprotetora devido controlar a secrecdo acida na mucosa intestinal (BURCI et al.
2013).
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Figura 1. (A) Piper tuberculatum Jacg. (“Pimenta de Macaco) (B) Estrutura molecular da
piplartina (1-[(E)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-enoyl]-2,3-dihydropyridin-6-one, IUPAC
(Foto: Steven Winn Alexander)

Adicionalmente, existem evidéncias da atividade contra Schistosoma mansoni
com alteracdes morfologicas no tegumento do parasita e sua relacdo dose-dependente
com aplicagdo da piplartina (MORAES et al. 2011), além de atividade contra outros
protozoarios como Leishmania amazonensis e Plasmodium falciparum (ARAUJO et al.
2017). Diante disto, compreender as vastas propriedades farmacolégicas da piplartina
aliada a saude humana possibilita o desenvolvimento de novos medicamentos como
alternativas de saude publica (PETROVSKA et al. 2012). A molécula tem o potencial de
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impactar a bioeconomia com o desenvolvimento de produtos tecnoldgicos de base
bioldgica e an&logos sintéticos com a bioprospeccao de moléculas bioativas vislumbrando
futuras aplicacdes biomédicas, nanotecnoldgicas e farmacéuticas (VALLI et al. 2018).

Entretanto, visando avaliar sua seguranca em aplicacfes a saide humana, além da
efetividade € importante conhecer a citotoxicidade da piplartina em células de mamiferos.
Em ensaio de viabilidade de fibroblasto murino (NIH-3T3), foi observado concentragao
inibitéria média (ICsp) em 5,68+2,95 pug/mL e diminuicdo da viabilidade celular na
concentracdo maxima testada (800 pg/mL) em 96,94+0,12 ap06s 24 horas de exposicdo a
piplartina (CAMPELO et al. 2018). Também h& evidéncias de genotoxicidade
demonstrando indugdo da quebra de fita do DNA em células V79, interrupcéo do ciclo
celular na fase G2/M, inducdo de apoptose com relagdo dose-dependente e fragmentagéo
internucleossomal do DNA (LAD et al. 2017; BEZERRA et al. 2008).

Com isso, se fazem necessarios estudos em modelo animal visando avaliar a
ocorréncia de efeitos adversos ligados a exposicdo gestacional, peri e neonatal frente a
liberacdo de substancias no organismo que se acumulam em tecidos bioldgicos e acessam
a circulacdo materno-fetal por via transplacentaria com efeitos a longo prazo (SANTORO
et al. 2019).Tais analises devem considerar sinais como piloerecdo, diarréia, peso
corporal, presenca de hemorragia vaginal, andlise hematoldgica e bioquimica,
histopatologia, medida dos hormdnios gonadotroficos e avaliacdo anatémica (PHIPPS et
al. 2021).Diante disto, vislumbrando mensurar a toxicidade e quais os efeitos da
exposicdo da piplartina em modelo animal para viabilizar estudos clinicos possibilitando
que seus potenciais farmacoldgicos beneficiem a sociedade, o objetivo do trabalho foi

avaliar a toxicidade geral e potencial teratogénico da piplartina.

2. Materiais e métodos

2.1 Obtencéo da piplartina

Raizes secas (350 g) de Piper tuberculatum, cultivadas no Campus da
Universidade de Séo Paulo, foram extraidas com acetato de etila (1,5 L por dois dias sob
agitacdo e repetidas trés vezes). As solugdes foram concentradas em evaporador rotativo,
resultando em 56 g de extrato bruto. O extrato bruto foi solubilizado em metanol quente,

filtrado em papel de filtro e deixado em repouso por 4 dias em temperatura ambiente e
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filtrado sob vacuo. O solido inicialmente obtido (6 g) foi recristalizado novamente a partir
de metanol, obtendo-se 1,5 g de piplartina. A piplartina foi analisada por HPLC e 1H
NMR (500 MHz, CDC13) e comparada com uma amostra padréo (Silva et al., 2002).

2.2 Animais

Os camundongos Mus muscullus (30£5 g, 60 dias de idade) foram adquiridos do
Centro Multidisciplinar para Investigagio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio — CEMIB/UNICAMP. Para a realizacdo deste estudo foram utilizados
camundongos M. muscullus, com 60 (sessenta) dias de idade, num total de 60 animais
uniformes quanto ao peso, sendo 12 machos e 48 fémeas. Os animais foram submetidos
a aclimatagdo com quinze dias antecedendo o experimento em gaiolas de polipropileno
com tampa de arame zincado, alocadas em estantes climatizadas a 22°C no alojamento
de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia com ciclo claro-escuro
de doze horas, a umidade também foi controlada.

Os padrdes estabelecidos pelo Guide for the Care and use of Laboratory Animals,
pelo Guideline for the Testing of Chemicals /Prenatal Developmental Toxicity Study-414
da OECD, além dos principios éticos na experimentacdo animal recomendado pelo
Comité de Etica no Uso Animal — CEUA da Universidade de Brasilia, aprovado sob o
protocolo n°® 47/2019, foram seguidos no ambito de todo o estudo.

2.3 Acasalamento dos Animais

Os camundongos foram alocados na proporcdo de trés fémeas para um macho.
Ap0s o coito, na manha seguinte, as fémeas foram observadas por analise macroscépica
referente a presenca da rolha vaginal. As fémeas que, apresentaram a rolha vaginal, foram
separadas, pesadas, identificadas e alocadas em quatro grupos experimentais, e a
administracdo da piplartina foi do 6 ao 18 dia de gestacdo. As fémeas tratadas por via
gavagem uma vez ao dia no periodo da manha, do sexto (implantacdo) ao décimo oitavo
dia de gestacdo, foram alocadas em trés grupos experimentais recebendo a piplartina
diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) a 2% em concentracfes de 25, 50 e 100mg/kg e um

grupo controle foi tratado com DMSO a 2%.
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2.4 Toxicidade materna
A toxicidade foi monitorada a partir da avaliacdo de sinais clinicos de
morbimortalidade como morte, piloerecao, alteracdes de locomocao, diarreia, hemorragia
vagina e peso corporal. As observacbes foram realizadas uma vez ao dia apds a

administragdo da piplartina nas fémeas prenhes durante a gestagéo.

2.5 Laparotomia

No décimo oitavo dia de gestacdo, dia anterior ao nascimento natural, as fémeas
foram anestesiadas com isoflurano, eutanasiadas por exposi¢do ao CO- e, em seguida
realizada a laparotomia. Os 6rgdos como figado, rins, bago, cora¢do, intestino, pulméo e
placenta foram retirados e pesados. O Utero foi exposto e pesado apés a retirada dos fetos.
Ademais disto, o peso médio fetal, o nimero de fetos vivos e mortos, o numero total de
sitios de implantacdo, as reabsorcdes embrionarias (SALEWSKI, 1964), ganho de peso
corporal corrigido (D peso) e peso materno inicial e final foram calculados e registrados.
Na Figura 2 é apresentado imagem representativa dos planos de seccbes para o estudo

toxicoldgico.
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Figura 2. Imagens representativas do material biologico processado para os estudos
toxicologicos. (A) Planos de secgdes fetais para analise visceral: a. Sec¢do transversal na
altura da cavidade oral. b. Seccdo frontal na regido pré-glabelar; c. Secc¢do frontal na
regido orbital; d: Sec¢do frontal na regido do vértex; e. Secgdo transversal na regido
cervical; f. Seccdo transversal na regido abdominal, logo abaixo do diafragma; g. Sec¢ao
transversal na regido pélvica, passando pelo umbigo. (B): Rim direito com glandula
adrenal aderida a por¢ao superior e ureter esquerdo aumentado (I) e rim esquerdo com
glandula adrenal ndo aderida a por¢ao superior (II). (C): Medula espinhal (I); rim direito
(II) e rim esquerdo (III) com suas respectivas glandulas adrenais aderidas a porc¢ao
superior. O rim esquerdo apresenta-se bilobado e com formato anormal em comparacao
ao rim direito. Sobre o rim direito, ha duas suprarrenais. (D) Auséncia da glandula adrenal
no rim direito (I); rim esquerdo com aspecto normal e glandula adrenal aderida a porc¢ao
superior (II); ureteres direito (III) e esquerdo (IV); gonadas masculinas direita (VII) e
esquerda (V); bexiga (6). (E) Feto de camundongo corado com alizarina, vista lateral
esquerda. (F) Esternébra reduzida.

2.6 Andlise de anomalias fetais

Os fetos foram analisados com estéreo microscopios para a verificacdo de
malformacdes estruturais externas e em seguida metade foi fixada em solu¢do Bodian
para andlise visceral e a outra metade foi fixada em acetona, eviscerada, clareada com
hidroxido de potassio e corada com alizarina para analise de anomalias esqueléticas
(STAPLES; SCHNELL, 1964). A avaliacdo de anomalias viscerais foi realizada com
auxilio de estéreo microscopios e os protocolos a serem adotados foram os propostos por
Barrow e Taylor (1969) e Wilson (1965). Os fetos submetidos a analise esquelética foram

analisados segundo técnica proposta por Taylor (1986) e Manson (1994).
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2.7 Andlises hematoldgica e bioquimica

Amostras de sangue total foram coletadas por puncédo cardiaca. Uma fracdo das
amostras (50 L) foi transferida para microtubo com anticoagulante EDTA para anélise
do hemograma completo utilizando o equipamento automatizado Sysmex pocH-100iV
Diff™. Os marcadores das funcdes hepaticas e renais foram avaliados por dosagens
séricas de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
albumina, creatininak, uréia e lactato desidrogenase (LDH). Para obtencéao do soro, cerca
de 700 pL de sangue total foi transferido para microtubo contendo gel separador e
acelerador de coagulo, e centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos. As dosagens foram
feitas em analisador quimico automatizado ChemWell-T®(Labtest, Lagoa Santa, Brasil),

usando kits comerciais (Labtest®) conforme instrugdes do fabricante.

2.8 Fragmentacdo de DNA e ciclo celular

Células da medula 6ssea (MO) foram coletadas a partir do fémur e usadas para
analises da integridade do DNA e perfil do ciclo celular. Incialmente, foi realizada a
limpeza dos tecidos moles ao redor do fémur e a remocéo das epifises para ter acesso as
cavidades da medula. Em seguida, soro fetal bovino (SFB) foi injetado em uma das
extremidades e drenado para um microtubo. A suspensdo de células em SFB foi
centrifugada a 2.000 rpm por 5 min a 4°C e o precipitado celular foi lavado com tampéo
fosfato-salino (PBS).

As células da MO foram fixadas em etanol 70% gelado e armazenadas a - 20°C
por, pelo menos, 24 h. Apés nova lavagem com PBS, o sobrenadante foi removido e as
celulas foram incubadas com 200 uL de tampao de lise contendo iodeto de propidio (20
pug/mL) e RNAse A (50 pg/mL) por 30 min & temperatura ambiente. As analises foram
feitas por citometria de fluxo (BD FACSVerse™) equipado com software FlowJo®vX 0.7
em um total de 10.000 eventos por amostra.

Parametros relacionados ao tamanho e granulosidade dos eventos detectados
(FSC — forwardscatter e SSC - sidescatter, respectivamente) foram medidos
simultaneamente e os debris celulares foram excluidos. A porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) foi determinada.
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2.9. Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de
normalidade de ShapiroWilk foi aplicado a todos os grupos que compdem as variaveis,
considerando p<0,05. A anélise de varidncia ANOVA foi utilizada para analisar as
variaveis onde os grupos ndo violaram a suposicao de normalidade (p>0,05), sendo elas
0 nimero de implantagdes e ganho de peso corporal corrigido (D peso).

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado as variaveis onde ao
menos um dos grupos tenha violado a normalidade na distribui¢do (p<0,05), tais como
peso materno, peso do Utero, peso médio dos fetos, numero de fetos vivos, nimero de
fetos mortos, nimero de reabsorcées, peso médio das placentas, peso dos coracdes, peso
dos figados, peso dos bagos, peso dos intestinos, peso dos rins direito e peso dos pulmdes.
Foi estabelecido um valor significante para o teste anova e o teste de Kruskal-Wallis
quando (p<0,05).

O teste Exato de Fischer foi aplicado a nove variaveis que apresentaram alguma
alteracdo visceral fetal, como o palato, o ventriculo, o atrio, a al¢a intestinal, o rim, a
adrenal, o timo, o pulmao e o figado. Pelo teste Qui-quadrado, todas elas revelaram
frequéncia esperada de malformacdes abaixo de cinco, razdo que justifica a aplicacdo do
teste Exato de Fischer (FIELD, 2009).

Uma das variaveis esquelética fetal, o esternébro, foi submetido ao teste Qui-
quadrado por atender ao requisito minimo de cinco observacbes esperadas (FIELD,
2009). Considerou-se um nivel de significancia (p<0,05) nos dois testes ndo
paramétricos. Ambos os testes foram conduzidos empregando-se o software estatistico

SPSS —Statistical Package for the Social Sciences, versao 20.
3. Resultados e discusséo
3.1 Toxicidade materna
Os resultados da avalicdo de toxicidade materna (Tabela 1 e Figura 3) sé@o
referentes ao peso dos 0rgaos, peso materno e ganho de peso corporal dos grupos controle

e experimentais, ndo evidenciaram diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os

grupos em nenhuma variavel analisada.
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Tabela 1. Alteragdes no peso materno, 6rgdos maternos e no ganho de peso corporal
corrigido (D peso) nas diferentes doses entre 0 6° e 18° dia de experimento

Variaveis Grupos
Orgéos Controle 25 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg
Peso do Utero 1,8+0,6 1,2+0,6 1,2+0,8 1,1+£11
(n=8) (n=6) (n=7) (n=3)
Peso do coracgdo 0,1+0,9 0,2+0,1 0,1+0,0 0,1+0,1
(n=8) (n=8) (n=8) (n=7)
Peso do figado 1,4+0,7 1,5+1,0 1,1+0,7 1,2+1,0
(n=8) (n=8) (n=8) (n=7)
Peso do baco 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0
(n=8) (n=7) (n=8) (n=7)
Peso do intestino 0,1+0,1 0,2+0,2 0,2+0,2 0,1+0,1
(n=8) (n=7) (n=8) (n=6)
Peso do rim direito 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,1 0,2+0,0
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7)
Peso do pulméo 0,2+0,3 0,2+0,0 0,3+0,2 0,1+0,1
(n=9) (n=7) (n=8) (n=7)
Peso materno (g)
Inicial 31,0+5,8 31,74 .4 30,3+2,2 32,0+2,2
(n=11) (n=10) (n=9) (n=7)
Final 45,6+8,8 44,4+8,3 46,6+5,2 46,8+8,9
(n=11) (n=9) (n=9) (n=7)
Ganho de peso materno (g))
Gestacdo 6° dia— Dia 0 31,145,9 31,0441 30,4421 31,842,2
Gestacdo 9° dia — Dia 6 31,946,6 32,74£3,6 31,7417 32,543,3
Gestacdo 12° dia — Dia 9 34,846,4 35,4457 34,9425 35,3£2,5
Gestacdo 15° dia — Dia 12 39,1+6,9 41,3+7,1 39,1+4,0 41,0+3,5
Gestacdo 18° dia — Dia 15 45,6+9,9 45,4+10,3 46,3154 48,5+6,2
D peso 11,946,85 17,748,01 13,745,28 12,247,78

p-valor

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05

p>0,05

*QOs dados sdo apresentados com base na média + desvio padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por letras diferentes. Os
resultados como: peso materno, peso do Utero gravidico,peso do coragdo, peso do figado, peso do baco,peso
do intestino, peso do rim direito e peso do pulmao foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. O resultado de D peso foi analisado pelo teste paramétrico. Anova. D Peso = [(peso final — peso

inicial) — peso do Utero].
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Figura 3. Numero de implantac@es, reabsorcdes (A) e fetos vivos e mortos (B) expostos
aos grupos experimentais de 25, 50 e 100 mg/kg e controle DMSO 2%.

Dos 6rgédos analisados, apenas o coragdo apresentou maior ganho de peso no
grupo experimental de 100 mg/kg. Em érgdos como o figado, baco e intestino, o peso
médio foi maior no grupo submetido a concentracdo de 25 mg/kg. O ganho de peso
observado para o rim direito e pulm&o é mais visivel no grupo exposto a 50 mg/kg. De
forma distinta as demais condi¢cfes experimentais, 0 peso médio do Utero no grupo
controle é maior que nos grupos expostos a piplartina, evidenciando uma possivel relagcdo
com os sitios de implantacdo e reabsor¢do (Figura 4).

O ganho de peso materno corrigido do grupo de 25 mg/Kg apresentou média
superior aos demais grupos. As varia¢es observadas nesses parametros podem néo estar
relacionada com a toxicidade materna da piplartina nas dosagens avaliadas. O aumento
ou diminuicdo do peso dos 6rgdos maternos néo foi suficiente para constatar a toxicidade
da piplartina, o que possivelmente sugere nao possuir relacdo especifica com a exposicao.

Diante disto, a exposi¢do de camundongos fémeas M. muscullus as concentragdes
experimentais de 25, 50 e 100 mg/Kg nédo afetou significativamente, no contexto geral, a

analise da toxicidade materna.
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Na avaliacdo da toxicidade embrio-fetal, os resultados descritos como média +

desvio padrdo na Tabela 2 e Figura 4 expressam as analises estatisticas referente ao

numero de implantagdes, nimeros de reabsorcdes, peso médio das placentas, nUmero de

fetos vivos, numero de fetos mortos e peso médio dos fetos entre o controle e 0s grupos

experimentais, ndo evidenciando diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos em

nenhuma variavel analisada.

Tabela 2. Média e desvio padrdo da avaliagdo embrio-fetal por grupo e medidas do

teste estatistico*.

Variaveis

N° de implantagdes

N° de reabsor¢des

Peso médio das placentas

N° de fetos vivos

N° de fetos mortos

Peso médio dos fetos

Grupos

Controle 25 mg/Kg 50mg/Kg

16,7447 18,317,5 20,245,9
(n=10) (n=10) (n=9)
8,4+3,7 10,744,6 12,3135
(n=10) (n=9) (n=9)
0,8+0,3 0,8+0,5 1,1+1,0
(n=8) (n=8) (n=7)
3,0£3,7 3,8+4,6 1,8+4,2
(n=11) (n=10) (n=9)
5,0+4,8 4,855 6,2+3,7
(n=11) (n=10) (n=9)
1,6+0,8 1,310,2 1,310,1
(n=10) (n=9) (n=7)

100 mg/Kg

18,8+9,7
(n=7)

10,624,1
(n=6)

0,6+0,4
(n=3)

7,146,5
(n=7)

2,5+4,0
(n=7)

1,540,
(n=4)

P valor

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

p>0,05

*QOs dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando p<0,05. Os resultados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
para N° de reabsorcdes, N° de fetos vivos, N° de fetos mortos, peso médio das placentas e peso médio dos
fetos. O teste paramétrico. Anova foi aplicado para N° de implantacdes.
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Figura 4. Massa em grama dos 6rgdos maternos em relagdo aos grupos experimentais de
25, 50 e 100 mg/kg e controle DMSO 2%.

A exposicdo materna a agentes quimicos durante a gestacdo pode ocasionar falhas
na implantagdo e na viabilidade embrionéria e fetal por mecanismos variados tais como
alteragbes morfologicas no embrido, modificacdo nos niveis hormonais maternos,
alteracdo na morfologia uterina ou distarbios no transporte tubario (CUMMINGS, 1990).

Em nosso estudo, as perdas pré-implantacionais ndo puderam ser calculadas uma
vez que, em camundongos, os corpos liteos involuem muito rapidamente (TAYLOR,
1986). Entretanto, observamos que a média de implantacdes, reabsorcdes e de fetos
mortos foi mais elevada na dose experimental de 50mg/kg, enquanto na dose de 100
mg/kg as implantacdes e reabsorcbes fetais praticamente se estabilizaram ao mesmo
tempo que o nimero médio de fetos mortos foi menor. Ja o peso médio das placentas, dos
fetos em geral e o numero de fetos vivos foi maior no grupo exposto a 100 mg/kg. Na
Figura 3 é possivel comparar 0s aspectos supracitados da toxicidade embrio-fetal.

Embora as taxas diferiram nos distintos grupos, ndo constatamos variacao
significativa, de modo que concluimos que a exposicdo de camundongos fémeas M.
muscullus as concentracfes experimentais de 25, 50 e 100 mg/Kg ndo alterou os

parametros avaliados.

3.3 Anélise visceral fetal

Na analise de anomalias fetais, os resultados descritos como media + desvio
padréo na Tabela 3 expressa o quantitativo de anomalias viscerais fetais entre 0s grupos
experimentais, ndo evidenciando diferenga estatistica (p>0,05) entre 0s grupos em

nenhuma variavel analisada.
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Tabela 3. Anomalias viscerais observadas nos grupos experimentais.

Doses

Anomalias viscerais
Controle 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg

Palato Sim : > ; y
Nio 55 56 45 61

Coracéo ventriculo Sim L 3 0 v
§ N3o 55 56 44 60
Coracédo atrio Sim : > D :
¢ Nio 56 54 44 59
o Sim 0 1 0 0
Alca intestinal Nio 57 58 44 61
i Sim 0 2 0 1
Nio 57 57 44 60

Sim 0 0 0 2

Adrenal Nio 57 59 44 59
Timo Sim . 0 : y
Nio 56 59 42 61

Pulmao Sim . 0 y y
Nio 56 59 43 61

Figado Sim . 0 y y
9 N30 56 59 44 61

Em todas as visceras analisadas, as chances de ocorrerem malformacdes fetais séo
maiores na exposicdo as concentracdes de 25 e 100 mg/kg. No ventriculo e atrio, a
frequéncia esperada de alteragdes na concentracao de 100 mg/kg é ligeiramente superior
a de 25 mg/kg, no entanto, quando sdo manifestadas, o fendBmeno é observado na menor

concentracdo nas duas variaveis.

Ja a frequéncia esperada nas variaveis do palato, da alca intestinal, do rim e da
adrenal é igual nessas duas doses, contudo, com excecao da adrenal ha uma manutencéo

do padréo de alteragdo das visceras, ocorrendo em maior nimero na concentracéo de 25
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mg/kg. Entdo, somente na adrenal é que as alteracbes ocorrem por mais vezes na

exposicdo a 100 mg/kg/dia.

Diante disto, a exposi¢do de camundongos fémeas M. muscullus as concentragdes

experimentais de 25, 50 e 100 mg/Kg néo afetou significativamente analise visceral.

3.4 Analise esquelética fetal

Na analise esquelética fetal, os resultados descritos como média + desvio padrao
na Tabela 4 expressa o quantitativo de anomalia no esternébro entre 0s grupos
experimentais, ndo evidenciando diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos em

nenhuma variavel analisada.

Tabela 4. Anomalias esqueléticas observadas nos grupos experimentais.

Doses

Anomalias esqueléticas
Controle 25 mg/kg/dia 50 mg/kg/dia 100 mg/kg/dia

Sim 0 9 6 4

Esternébros NE 32 18 12 13

Em camundongos, os resultados sugerem que a formagdo Ossea inicial ndo foi
afetada de forma expressiva pela exposi¢do a piplartina. Assim, os distarbios na formacao
da parede toracica ndo foram suficientes para caracterizar uma possivel restricdo no

desenvolvimento dos fetos provocada pelas doses da substancia estudada

As formaces defeituosas constatadas na analise esquelética fetal podem ser um
sinal de retardo de desenvolvimento intra-uterino, no caso, os correlatos a ossificacao.
Proporcionalmente, a ossificacdo incompleta das esternebras é particularmente visivel no

grupo experimental de 25 mg/Kg, decrescendo na medida em que a dose aumenta.

No grupo de 25 mg/Kg, a principal alteracéo foi o quinto esternébro reduzido. No
entanto, notou-se também a auséncia desses elementos primitivos na primeira e quinta
posicédo de formacao. Além disso, foi percebido irregularidades no formato, inclusive com
aparéncia de borboleta. No grupo de 50 mg/kg, novamente predomina o quinto esternébro

reduzido, seguido pela falta de formacéo de determinados segmentos ou o acréscimo de
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um elemento. Nos fetos expostos indiretamente a dose de 100 mg/kg, a auséncia de um

dos esternébros predominou, mas ha também a reducéo e irregularidade na formacéo.

Durante a fase aguda na qual se administrou as doses da piplartina via gavagem,
ndo se observou nenhum animal com letargia, piloerecdo, vocalizacdo ou tremores.
Tivemos uma perda de cinco animais devido a complicacdo na gavagem, nenhuma morte

relacionada as dosagens.

Diante disto, a exposicao de camundongos fémeas M. muscullus as concentracdes

experimentais de 25, 50 e 100 mg/Kg néo afetou significativamente analise esquelética.

3.5 Andlises hematoldgica e bioquimica

Na avaliacdo hematoldgica, os resultados descritos como média + desvio padrao
na Tabela 5 expressam as andlises estatisticas dos parametros das trés séries do sangue
entre 0 controle e 0s grupos experimentais, ndo evidenciando alteracdes estatisticas
significativas dos grupos experimentais no eritrograma, leucograma e plaguetograma em

relacdo ao controle (p>0,05).
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Tabela 5. Analise hematologica observada nos grupos experimentais.

Controle 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg P-valor
Eritrograma
RBC 875+1,16 940+119 879+049 928+160 0,5649
(x108/uL)
HGB 1316+1,71 1386+1,79 1329+090 1380+230 0,3340
(g/dL)
HCT 3432+439 36,14+449 34,73+228 3647+625 0,4460
(%)
MCV 3927+149 3848+169 39504139 39314103 0,3526
(fL)
MCH 1507+0,71 14,78+095 1513+0,73 1491+052 0,7469
(p9)
MCHC 3836107 3834+£131 3828+158 3792+116 0,8644
(g/dL)
RDW-CV 1824+106 1979+214 1822+185 1814+109 0,1523
(%)
Leucograma
WBC 313+178 332+168 450+495 301+100 0,9791
(x10%/uL)
W-SCR 61,79+1429 6405+969 6824242 6680+883 0,4596
(%)
W-MCR 3659+1434 3460+£8,79 2084+145 3232+901 0,3237
(%)
W-LCR 162+137 135+171 211+182 0,79+0,73 0,2281
(fL)
Plaquetograma
PLT 116227+44311 137323+54246 117944+ 491,07 120844+ 454,24 0,7446

(x10%/uL)

*RBC: Glébulos vermelhos; HGB: Hemoglobina; HCT: Hematocrito; MCV: Volume Corpuscular Médio;
MCH: Hemoglobina Corpuscular Média; MCHC: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média;
RDW-CV: Amplitude de Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos apresentada como o coeficiente de
variacdo; WBC: Total de glébulos brancos; W-SCR: Taxa de células pequenas (linfdcitos); W-MCR: Taxa
de células médias (mondcitos, basdfilos e eosindfilos); W-LCR: Taxa de células grandes (neutrdfilos); PLT:
Contagem de plaquetas. g/dL - gramas por decilitro; fL - femtolitros; pg - picogramas. Os dados sdo
apresentados com base na média + desvio padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05. Estatistica: Teste ANOVA one-way e Tukey post hoc (para
MCV e MCHC) e teste Kruskal-Wallis e Dunn post hoc (para os demais parametros).

Na avaliacdo biogquimica, os resultados descritos como media + desvio padréo na
Tabela 6expressam as analises estatisticas dos parametros bioquimicos entre o controle
e 0S grupos experimentais, ndo evidenciando alteracdes estatisticas significativas dos
grupos experimentais nos niveis séricos de marcadores bioquimicos em relacdo ao

controle(p>0,05).



48

Tabela 6. Anélise bioquimica observada nos grupos experimentais.

Controle 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg p-valor
ALT 5082+2617 3400+£1039 4150+2355 3343+1326 0,2699
(U/L)
AST 91,00+41,15 6156+1863 414+ 2242 7320+2882 0,3415
(U/L)
Albumina 114+044 144+043 160+043 138+046 0,1513
(g/dL)
Creatinina 044+013 042+003 037+006 039+0038 0,3976
K (mg/dL)
Ureia 4827+1064 5464+2008 5467+577 4386+955 0,0864
(mg/dL)
LDH 89338+521,70 698,70+ 260,61 933,38+41348 72433+21489 0,4954
(mg/dL)

*ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; LDH: lactato desidrogenase. U/L =
unidades por litro; mg/dl = miligramas por decilitro; g/dl = gramas por decilitro. Os dados s&o apresentados
com base na média = desvio padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando p<0,05. Estatistica: Teste ANOVA one-way e Tukey post hoc (para albumina,
creatinina K e LDH) e teste Kruskal-Wallis e Dunn post hoc (para ALT, AST e ureia).

A andlise do sangue pode elucidar diversas patologias ou alteracdes fisiologicas
ocasionadas por um ativo biolégico. Orgdos excretores como os rins, e 6rgdo de
desintoxicacdo como o figado, sdo susceptiveis e podem indicar alteraces importantes
através de marcadores bioquimicos. Diante disto, os resultados dos eritrécitos, da
hemoglobina e dos indices hematimétricos e dos exames bioquimicos ndo demonstraram
alteracbes hematoldgicas e metabdlicas que sugerissem toxicidade materna.

Em comparagéo a estudos similares (FOFARIA et al. 2016; BEZERRA 2008) na
avaliacdo de toxicidade em camundongos pela exposicao a piplartina, € possivel assegurar
devido a correlagdo com os resultados da literatura, a seguranca da exposic¢ao da molécula
nos parametros hematoldgicos e bioquimicos. Demonstrando que o tratamento nao
alterou atividade enzimatica das transaminases, descartando possiveis danos ao figado e

rins, além de processo inflamatorio, anemia e disfung¢fes da medula Gssea.
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3.6 Estudos de fragmentacdo do DNA e ciclo celular

Na avaliagdo de fragmentacdo do DNA em células da medula 6ssea, os resultados
descritos na Figura 5Aexpressam taxas de fragmentacdo inferior a 22% nos grupos
experimentais, similar a fragmentacéo de, aproximadamente 19% do controle. Na Figura
5B, a distribuicdo de subpopulacao de células da MO no ciclo celular evidencia diferenca
estatistica significativa na fase S do grupo experimental tratado na concentracdo de 50
mg/Kg de piplartina em relacdo ao controle (4,4% e 6,8% do total de células,

respectivamente).
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Figura 5. Efeito da piplartina em células de medula dssea. (A) Porcentagem de DNA
fragmentando e (B) porcentagem da populacdo de células nas fases GO/G1, S e G2/M do ciclo
células. Estatistica: Kruskal-Wallis e Dunn post hoc. *Diferenca significativa se comparado ao
controle (p valor 0,0095).

Em conjunto com o hemograma, a avaliacdo de danos ao DNA e alteragcdes na
proliferacdo de células da MO foram usados como indicadores de toxicidade
hematopoiética. Sabe-se que a extensdo do dano ao DNA impacta na progressao celular.
Em resposta aos danos, vias de checkpoint que regulam mecanismos de reparo de DNA
sdo ativadas e a progressao do ciclo celular é interrompida até que o dano seja reparado.
Se os danos forem irreparaveis, as células mantém-se permanentemente paradas no ciclo
ou sofrem apoptose (BRANZEI e FIOANI, 2008). N&o foram observadas diferencas

significativas nas taxas de DNA fragmentado ao comparar 0s grupos tratados e controle.
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No grupo tratado com 50 mg/kg, a subpopulacdo de células em fase S foi ligeiramente
menos (4,4 + 1,82%) do que no grupo controle (6,8 + 1,56%) (p<0,05). Apesar disto, 0
perfil de células nas fases GO/G1 e G2/M permaneceram similares entre oS grupos,
sugerindo que a piplartina ndo promove genotoxicidade, nem efeito citostatico ou
multiplicacdo desregulada de células progenitoras sanguineas. Em concordancia com
esses resultados, a piplartina administrada intraperitonealmente a 50 mg/kg néo induziu
a formacéo de micronucleos em MO de camundongos (BEZERRA et al., 2009).

4. Concluséo

Conclui-se que, os resultados oriundos das avaliacBes de toxicidade geral e
embrionaria, corroboram com a seguranca da exposi¢do da piplartina as concentracdes e
modelo animal avaliado. Foi possivel observar uma relagdo entre eficacia e toxicidade
consideravelmente promissora devido nossos resultados ndo demonstrarem efeitos
toxicos significativos e/ou correlacionados a exposicdo dos grupos experimentais

Entretanto, faz-se necessario mais estudos acerca da exposi¢éo da piplartina com
intuito de elucidar maior conhecimento cientifico in vivo baseado em evidéncia sobre a
farmacocinética, a farmacodinamica, a biodisponibilidade,a biodistribuicdo e outros
possiveis efeitos colaterais da molécula em outros modelos animais antes de afirmar sua
efetiva seguranca para estudos clinicos em humanos. Diante disto, o estudo demonstra
potencial inovador referente a molécula, proporcionando resultados promissores para
estudos posteriores e corroborando com aplicacdes biomédicas, nanotecnoldgicas e

farmacéuticas.
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5. ANEXOS

Figura 1(A) Hacker climatizado. (B) Controla de temperatura e umidade. (C) Algodao usado
como enriquecimento ambiental. (D) Fémeas fazendo ninho com algodéo

Figura 2. (A) Seringa com a agulha de gavage. (B). Procedimento de gavage com administracao
da piplartina.(C) Tampao vaginal
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Anomalias. (A). Coragdo com formato e aspecto normais, evidenciando: timo (1); atrio
direito (2); atrio esquerdo (3); porcdo inferior da base pulmonar direita, com seta
indicando os espacos alveolares (4); porcao inferior da base pulmonar esquerda (5). (B).
Coracdo com possivel hipertrofia atrial direita, comparado a figura A, evidenciando: timo
(1); atrio direito (2); atrio esquerdo (3); porcdo inferior da base pulmonar direita; porcao
intermediaria do pulmao esquerdo (5). (C). Fenda palatina (1); septo nasal (2); cavidade
orbital, com parte do globo ocular esquerdo; cérebro (4). (D). Medula espinhal (1); rim
direito (2) e rim esquerdo (3), com suas respectivas glandulas adrenais aderidas a porcao
superior. O rim esquerdo apresenta-se bilobado e com formato anormal, em comparacgéo
ao rim direito. Sobre o rim direito h4 duas suprarrenais. (E). Rim direito com glandula
adrenal aderida a porcdo superior e ureter esquerdo aumentado (1) e rim esquerdo com
glandula adrenal ndo aderida a por¢édo superior (2). (F). Auséncia da glandula adrenal no
rim direito (1); rim esquerdo com aspecto normal e glandula adrenal aderida a porcao
superior (2); ureteres direito (3) e esquerdo (4); gbnadas masculinas direita (7) e esquerda
(5); bexiga (6).
Fonte: os autores.
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Sequéncia de procedimentos para coleta de fetos de roedores. A. laparotomia; B e C.
histerectomia; D e E. retirada dos embribes do Gtero e do interior do &mnio. F: ponta da
pinca apontando um sitio de abortamento.

(A) Seccdo transversal na altura da cavidade oral. (B). Secgdo frontal na regido pre-
gabelar. (C). Seccdo frontal na regido orbital. (D). Secc¢éo frontal na regido do vértex. (E).
Sseccéo transversal na regido cervical. (F). Seccdo transversal na regido abdominal, logo
abaixo do diafragma. (G). Secc¢éo transversal na regido pélvica, passando pelo umbigo.
Fonte: os autores.
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Fetos de camundongos corados com alizarina. (A). Vista lateral direita. (B). Vista dorsal.
Fonte: os autores

) S

Exemplos de anomalias esqueléticas em esternébras. (A) Esternébras sem alteragdes. (B).
Auséncia de uma das esternébras. (C). Excesso de uma esternébra. (D). Esternébra com

formato irregular. (E). Esternébra reduzida.
Fonte: os autores.

M D
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ANEXOS 11
FICHA PARA ANOTA(;AO DE DADOS APOS A CESARIANA
GRUPO EXPERIMENTAL: AGENTE EXPOSTO:
DOSE: CODIGO DA FEMEA: DIA DA EUTANASIA:_ / /
NUMERO DE FETOS VIVOS: NUMERO DE FETOS MORTOS: MASSA DO UTERO:

MASSA DOS FETOS, em gramas:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 (11|12 |13 |14 |15 |16 | 17 | 18

Massa média dos fetos:
MEDIDA DOS FETOS, em centimetros:
1712 | 3|4 | 5|6 |7 |89 |10(11|12 (13|14 |15 |16 |17 | 18

Medida média dos fetos:
MASSA DAS PLACENTAS, em gramas:
1 2 3| 4 5 6 7 8 9 |10 (11 (12|13 |14 |15 |16 | 17 | 18

Massa média das placentas:

1 2 (3|4 (5|6 |7 |89 |11 |12 (13|14 |15 |16 |17 | 18

Quantidade de fetos masculinos: Quantidade de fetos femininos:

RESULTADO DA TECNICA DE SALEWSKY
N° de sitios de implantagdes: N° de reabsorgdes

MASSA DOS ORGAOS DAS FEMEAS, em gramas:
Coragéo: Figado: Rins: Bago:

ANOMALIAS EXTERNAS OBSERVADAS: Descrever cada anomalia e nimero de fetos que a possui




FICHA PARA ACOMPANHAMENTO DIARIO DE FEMEAS

Grupo Experimental:

Codigo da Fémea:
Via de exposigao:

Agente de exposicdo e dose:

59

Data do acasalamento

Data do inicio do tratamento

Data da laparotomia

I | /-
Peso: Peso: Peso:
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Peso: Peso: Peso: Peso: Peso:
Dose: Dose: Dose: Dose: Dose:
Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14 Dia 15
Peso: Peso: Peso: Peso: Peso:
Dose: Dose: Dose: Dose: Dose:
Dia 16 Dia 17 Dia 18
Peso: Peso: Peso:
Dose: Dose: Dose:
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FICHA PARA ANALISE DO ESQUELETO DE FETOS

Data da analise:
Grupo experimental:
Codigo da fémea:
Numero de fetos:

* cada feto é representado com F nos quadros a seguir. Ex: F1 se refere ao feto 1

ABREVIACOES

OK - normal

A - ausente

FP - fenda palatina

| - formato irregular

NA - néo alinhado

R - reduzido

O - ondulado

D - dividido

0OSSO0S DO CRANIO

F1

F2

F3

F4 | F5 | F6

F7

F8

F9

F10 F11 F12 F13

Frontal

Nasal

Zigomatico

Parietal

Interparietal

Supraoccipital

Exoccipital

Basoccipital

Basosfenoide

Bulla timpanica

Hidide

Palato

Mandibula

Maxila

ESQUELETO AXIAL

F1

F2

F3

F4 | F5 | F6

F7

F8

F9

F10 F11 F12 F13

Esternébrios

Vértebras cervicais

Vértebras toracicas

Vértebras lombares

Vértebras sacrais

Costelas

CINTURA ESCAPULAR

F1 F2

F3

F4

F5 F6 F7

F8

F9

F10 F11 F12 F13

D/ E|D|E|D|E

Clavicula

Escapula

Umero

Radio

Ulna

Metacarpos

Falanges
proximais

Falanges
distais

CINTURA PELVICA

F1 F2

F3

Fa4

F5 Fé6 F7

F8

F9

F10 F11 F12 F13

E|D[E|[D]|E

lleo

Isquio

Pubis

Fémur

Tibia

Metatarsos

Falanges
proximais

Falanges
distais




FICHA PARA ANALISE VISCERAL DE FETOS
Data da analise:
Grupo experimental:
Cddigo da fémea:
N° de fetos: * = anomalia congénita. Descrever a anomalia em ficha adicional

Seccdo transversal na altura da cavidade oral:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Palato

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12
Cérebro

Seccéo frontal na regido pré-gabelar:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12
Septo nasal

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 Ft 11 Ft12
Coana

Seccéo frontal na regido orbital:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Bulbo olfatério

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Coana

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Cristalino

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Retina

Seccao frontal da regido do vértex:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Ventriculo lateral

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Terceiro ventriculo

Seccao transversal na regido cervical:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12

Traqueia

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Eséfago

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 Ft 11 Ft12
Medula espinhal

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Timo

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12

Coracéo (ventriculo)

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Coracao (atrio)

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Pulmao
Secgédo transversal na regido abdominal:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12
Medula espinhal

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12
Figado

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12
Estémago

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Alcas intestinais

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12

Rim

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Adrenal

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12
Ureter

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Bexiga urinaria

Secc¢ao transversal na regiao pélvica:

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 Ft12

Medula espinhal

Ft1 | Ft2 | Ft3 | Ft4 | Ft5 | Ft6 | Ft7 | Ft8 | Ft9 | Ft10 | Ft11 | Ft12

Gobnada
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