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RESUMO

O sulfato de condroitina (SC) ¢ um agente protetor de cartilagem usado na terapéutica
das osteoartrites/osteoartroses. Considerado nutracéutico (parte de alimento que propicia
beneficio médico), ndo é regulamentado pela FDA (Food and Drug Administration) nos
Estados Unidos. No Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) controla
esses produtos. Na Europa, agéncias controladoras de medicamentos também controlam a
liberagdo desses produtos para o comércio.

O presente estudo foi realizado para avaliar a embriofeto-toxicidade potencial dessa
substancia. O estudo ¢ parte de uma avaliagdo para verificagdo da seguranca do SC. Para isso
foi utilizado o segmento II, dos testes de toxicidade reprodutiva preconizado pelas normas da
EPA (Environmental Protection Agency) e FDA. O SC nas dosagens de 200, 400 e 600 mg/kg
de massa corporal foi administrado por via oral a ratas Wistar (N=14) entre os dias 6 ¢ 15 de
prenhez. Aos 21 dias de gestacdo (dia previsto para o parto) as fémeas tratadas foram mortas e
foi realizada histerectomia. O numero de sitios de implanta¢do, de fetos vivos e mortos,
reabsorc¢des e corpos luteos foram registrados. Os fetos foram pesados, examinados quanto a
malformagdes externas, e fixados em formol para posterior técnica de coloragdo por alizarina
para avaliagdo esquelética. O desenvolvimento ponderal das ratas e seu consumo de agua e
racdo também foram registrados para posterior avaliagdo de toxicidade materna.

Nao houve alteragdo nos indices de fertilidade e reprodutivos das maes entre os
grupos. O desenvolvimento ponderal e consumos de 4gua e racdo também ndo foram
alterados pelo tratamento com diferentes doses de SC, quando comparados com o grupo
controle. Nao foram encontradas alteragdes estatisticamente significativas (p<0,05) nos
percentuais de malformagdes esqueléticas (200 mg/kg = 25,45%, 400 mg/kg = 19,44%, 600
mg/kg = 11,84%, controle = 12,76%).

Os resultados verificados nesse trabalho permitem afirmar que o SC em doses
de 200, 400 e 600 mg/kg, administrado no periodo de embriogénese, ndo ¢ teratogénico para
ratas Wistar. Também ndo ocorreram sinais de toxicidade materna.
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ABSTRACT

Chondroitin ~ Sulfate  (CS), is a condroprotective agent wused on
osteoarthritis/osteoarthrosis (AQO) therapies. Considered nutraceutic, it is not regularized in the
United States but it is in Europe.

This study was done to evaluate the potential embryofetus-toxicity of this substance.
This study is part of an evaluation to verify the security of CS. For this purpose it was used
the Segment II of reproductive toxicity test recongnized by EPA (Environmental Protection
Agency) and FDA (Food and Drug Administration). The CS administered on doses of 200,
400 and 600 mg/Kg of body weight was given by gavage to Wistar female rats (N=14) from
the 6™ to the 15" days of pregnancy and caesarians were done immediately after the mother’s
sacrifice, on the 21™ days of pregnancy (parturion day).

The number of sieges of implantation, alive and dead fetus, reabsorption and lutes
bodies were registered. The fetus were weighted, examined in relation to external
misformation, and fixed in formol to a later coloration technique by Alizarin Red Solution to
skeleton evaluation. The ponderable development of the female rats and its water and ration
consumption were also registered to a later evaluation of maternal toxicity.

It was not found alterations significant statistical (p=0,05) on the skeleton bad
formation percentages through the test of Qui-Square (200 mg = 25,45%, 400 mg = 19,44%,
600 mg = 11,84%, control = 12,76%). There were no changes on the fertility and reproductive
index from the mother. The ponderal development and consumption were also not modified
by the treatment with different doses of CS, when compared with the control group.

The results verified on this study allow to assure that CS in doses of 200, 400, 600
mg/Kg, administered on embriogenesis period, is not teratogenic to Wistar female rats. There
weren’t also signals of maternal toxicity.
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1. INTRODUCAO

Os problemas articulares como as osteoartrites/osteoartroses (OA) que acometem tanto
pessoas como animais, sdo situagdes importantes na pratica médica e veterinaria. Geralmente
a lesdo causa dor e limitacdo do movimento, trazendo sofrimento ao seu portador.

Os tratamentos para essa patologia vao desde farmacos antiinflamatérios nao
esteroides (AINES) e corticosteroides, até os chamados nutracéuticos (qualquer substincia

considerada alimento ou parte de alimento que propicie beneficios médicos ou para a saude,
incluindo a prevengao e tratamento de doengas) como o sulfato de condroitina (SC).

O farmaco ideal para tratamento das OA deve proporcionar qualidade de vida por
reduzir a dor articular, aumentar a mobilidade articular e reduzir a destrui¢ao da cartilagem.

Como qualquer medicamento, os beneficios desses farmacos sdo sempre comparados
com seus efeitos adversos, principalmente porque a terap€utica das OA ¢ prolongada
(semanas a meses).

Para melhor compreensdo do papel do SC na terapéutica das OA e seu crescente uso,
serdo apresentados os pontos positivos e negativos dos fArmacos utilizados atualmente.

Como efeito adverso, os AINES freqlientemente ocasionam ulceras géstricas. Isso
pode ser notado principalmente em caes, pois essa espécie tem maior sensibilidade
gastrointestinal a esses farmacos do que o homem, devido as diferencas na farmacocinética e
sensibilidade tecidual. Os caes também fazem a circulagdo entero-hepatica de AINES, o que
aumenta a meia-vida e o potencial para efeitos adversos desses farmacos. Os efeitos nocivos
potenciais sdo: anormalidades gastrointestinais, inibicdo do metabolismo da cartilagem,
toxicose renal e tendéncia hemorragica (Hulse, 1998).

Outra terapia para AO estd baseada no uso de corticosterdides. Tanto na medicina
veterinaria como na medicina humana pois eles reduzem efetivamente a inflamagao sinovial.
Os corticosterdides tém potencial de diminuicdo da sintese do coldgeno e proteoglicano (PGl),
devendo ser evitado longo tratamento. Além disso a terapéutica prolongada com esse fdrmaco
suprime a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, o que limita seu uso em dias

alternados, ou ndo mais do que 3 dias de duragdo (Hulse, 1998).
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Dito isso, passamos para os glicosaminoglicanos polisulfatados (GAGPS), como o SC,
que sdao denominados nutracéuticos, € preenchem os requisitos de farmaco ideal para uso nas
OA. Eles reduzem a expressdo de enzimas degradativas da cartilagem, diminuindo a
degradacdo da matriz cartilaginosa, também induzem a sintese de nova matriz e possuem
ainda efeito antiinflamatorio. Além de impedirem a progressdo da lesdo e proporcionarem
efeito antiinflamatorio, na literatura sao citados poucos efeitos adversos indesejaveis, mesmo
com seu uso prolongado (Hulse, 1998).

Existem muitos trabalhos sobre o SC, principalmente ensaios clinicos em humanos,
mas a area de toxicidade reprodutiva ¢ ainda pouco explorada, tendo somente algumas
pesquisas (Camus, 1972; Bali et al., 2001).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), qualquer fA&rmaco ou suplemento
alimentar deve ser testado para toxicidade reprodutiva. Os testes exigidos por esse 6rgdo, para
liberagdo dos farmacos ou suplementos alimentares, sdo divididos em trés segmentos
(Neubert et al.,, 1996). O segmento utilizado nesse trabalho foi o II, que investiga a
teratogenicidade.

De acordo com a pesquisa de revisdo bibliografica realizada, existem poucos trabalhos
publicados que avaliam o efeito dessa substancia sobre a reprodugdo em ratas Wistar. Alguns
laboratdrios farmacéuticos, apenas nao indicam seu uso na gestacdo, devido a uma suposta
tendéncia hemorragica. Em razdo disso, maiores informacdes sobre toxicidade reprodutiva
fazem-se necessarias.

Foi utilizado o segmento II de avaliacdo de toxicidade pré-natal conforme normas da
EPA (Enviromenta Protection Agency) de 1996 e recomendacdes da FDA, e OECD

(Organization for Economic Cooperation and Development) para testes desta natureza.



15

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

o Avaliacdo toxicoldgica do SC no desenvolvimento pré-natal do sistema esquelético
dos fetos de ratas Wistar, tratadas durante o periodo de organogénese, determinando a
possivel teratogenicidade do SC, usando doses 10, 20 e 30 vezes maiores que a

preconizada para uso terapéutico em caes.

2.2 Objetivos especificos

— Avaliar a taxa de malformagdes externas e esqueléticas das ninhadas, por grupo.

— Avaliacdo do efeito do SC nas ratas, durante a gestagdo, para investigar a possibilidade
de toxicidade materna.

— Avaliagdo do SC nas variaveis reprodutivas das fémeas.

— Avaliar a média de peso dos filhotes, individual e por ninhada.

— Avaliar a média do numero de filhotes por ninhada.

— Avaliar a média de filhotes vivos/mortos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doengas articulares

As doencas articulares sao problemas dificeis de solucionar na medicina veterinaria, ja
que independentemente da causa, o dano sofrido pela matriz da cartilagem e condrécitos,
inicia um circulo vicioso de degradacdo da cartilagem, que acaba resultando em alteragdes
articulares e periarticulares, conhecidas como osteoartrites/osteoartroses (OA), (Johnston,
2001).

As OA tém sido descritas como doenca articular freqlientemente encontrada em caes
(Benett, 1985).

Também em pessoas idosas, as OA sdo um problema, sendo a patologia mais
prevalente do sistema musculoesquelético em idosos. Nos Estados Unidos (EUA), estima-se
que atinja mais de 16 milhdes de pessoas, principalmente aquelas com mais de 40 anos (Da
Camara & Dowless, 1998).

O processo degenerativo € causado por um defeito na elabora¢do das macromoléculas
que compde a cartilagem, essas macromoléculas incluem os glicosaminoglicanos (GAGs) e
proteoglicanos (PGI) (Johnston, 2001).

A cartilagem normal e madura ¢ formada por condrécitos embebidos na matriz
extracelular. Os condrdcitos s3o responsaveis pela biossintese, homeostase e catabolismo da
cartilagem. Junto com as fibras coldgenas, dao a cartilagem sua for¢a ténsil. A matriz
extracelular contém um componente mais especifico, o agregado PGI (Bali ef al., 2001).

Na estrutura morfologica da articulagdo hd um padrdo sazonal, que ¢ baseado na
organizagdo dos condrocitos, na orientagdo do coldgeno e na distribuicdo de PGI. Essa
orientagdo do colageno e do PGI, forma um material composto, que resiste as forcas de
compressdo e tracdo sem sofrer danos, e permite a transmissdo dessas for¢as ao 0sso

subcondral subjacente.
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A ruptura dessa organizagao ¢ o inicio da OA. A partir desse ponto, quando ¢
detectada a OA, o tratamento ¢ direcionado para alivio dos sinais clinicos (Johnston, 2001).

A OA ¢ acompanhada por sinovite proliferativa nas articulagdes em humanos, caninos
e eqiiinos. A taxa de sintese e liberacdo de enzimas degradativas ¢ alta nas articulagdes
inflamadas. Em adi¢do, os debris da cartilagem e produtos da degradagdo da matriz podem

causar reacoes inflamatorias, incluindo ativagao do complemento (Todhunter & Lust, 1994).

3.20 que é 0o SC

As preparagdes comerciais de SC sdo uma mistura de SC-4 e 6 derivados de
cartilagem traqueal de bovinos adultos e terneiros (Reyes et al., 2000). O SC-4 e SC-6 sdo os
GAGs mais abundantes na cartilagem articular (Hauselmann, 2001).

O SC, ¢ constituido de GAGs monossulfatados que sdo formados por unidades
dissacarideo (N-acetilgalactosamina + &cido glicurdnico) repetidas. Esses componentes sao
moléculas muito longas, com pesos moleculares de 25 a 40 kDa. Os residuos galactosaminos
sdo sulfatados em posicdo 4 (SC-4) ou 6 (SC-6). O residuo sulfato e acido carboxilico do
acido glicurdnico sdo ionizados, conferindo a cadeia uma forte carga negativa, o que explica
parcialmente seu papel farmacolégico (Paroli et al., 1991; Bali et al., 2001). Essa carga
negativa faz com que haja repeléncia entre essas cadeias, resultando em resisténcia a
compressao (Johnston, 2001).

Os GAGs formam os PGI. Os PGI sdo moléculas compostas de uma proteina central a
que estao ligadas cadeias laterais de GAGs. O complexo todo ¢ uma grande molécula de
aproximadamente 100x10° Da (Bali et al., 2001). Esse complexo também pode ser chamado
de mondmero proteoglicano, ¢ ele que confere rigidez compressiva a cartilagem. O
mondmero proteoglicano mais comumente encontrado na cartilagem articular ¢ o agrecano.
Os GAGs que formam o agrecano sao SC e sulfato de ceratina. Os agrecanos ligam-se a uma
molécula de acido hialurondnico para formar um agregado de agrecanos (Johnston, 2001).

Resumindo, na cartilagem, os GAGs sdo complexados a uma proteina central, para
formar os PGs que sdo ancorados (como agregados) na estrutura central de acido hialurénico
e a rede de coldgeno. As cargas negativas nos GAGs permitem que os PGI absorvam e
diminuam o estresse mecanico € peso nas articulagdes, através de um mecanismo de absor¢ao

do choque envolvendo a ligacdo e liberagcdo de moléculas de agua (Paroli et al., 1991).
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3.3 Mecanismos de acio

Estudos in vivo e in vitro mostram que o SC regula a formag¢do de nova cartilagem por
estimulagdo da sintese de condrdcitos, PGs e acido hialurdnico. Em adi¢do, o SC inibe
enzimas proteoliticas e lisossomais (elastase, hialuronidase) que podem danificar a cartilagem
articular (Towheed et al., 1998).

Somando-se a atividade metabdlica reguladora, o SC possui propriedades
antiinflamatdrias por mecanismos envolvendo a inibi¢do do reconhecimento do complemento

C, (Bifoni & Paroli, 1991).

3.4 Farmacocinética

A primeira evidéncia da presenga de SC-4 de baixo peso molecular no sangue, apds
administragdo de SC em ratos, foi relatada em 1978 por Hata e Nagai. Eles detectaram uma
meia-vida de 10 a 12 horas ap6s injecdo intraperitoneal de SC.

Sue (1979), através de estudo com preparagdes radiomarcadas, relatou que 70% da
radioatividade foram absorvidos apds administragdo por via oral em ratos e caes, mas somente
8,5% foram atribuidos a moléculas de SC intactas. A radioatividade associada com as
moléculas de peso molecular menor do que ou igual aquelas de N-acetilgalactosamina,
persistiram ¢ aumentaram com o tempo. H4 evidéncia experimental para indicar que a
molécula de SC ¢ absorvida por pinocitose, como ¢ o caso com heparina e outros
componentes de alto peso molecular.

Palmieri et al.(1990), verificaram apds administracdo de SC, via oral, um rapido
aumento na concentragdo sanguinea, seguida por um platé de 14 horas no rato e 28 horas nos
caes. Observou também um tropismo do SC por tecidos ricos em GAGs (olhos, cartilagem
articular, discos lombares e as correspondentes epifises vertebrais). Os componentes de baixo
peso molecular aumentaram progressivamente com o tempo apos a administragdo, e 24 horas
depois eles representaram a maioria dos componentes. Somente 10% da fragdo de alto peso
molecular foram encontrados no plasma, urina, fluido sinovial e cartilagem. Isso pode ser
resultado da metabolizagdo do SC em componentes com baixo peso molecular.

Para Baici et al.(1992), ap6s administracdo por via oral de SC, a concentracdo de

GAGs no soro ndo mudou em 18 pessoas (6 voluntarios sadios, 6 pacientes com artrite
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reumatodide e 6 pacientes com osteoartrite). Por outro lado, para Gross (1983), a concentragao
de SC aumenta no plasma e no fluido sinovial em humanos.

A farmacocinética do SC foi investigada em humanos, apds administragdo por via oral
(Conte et al., 1995). Apos a administragdo oral de 3 g de SC a 12 voluntarios sadios, foram
avaliados os niveis de SC no plasma, demonstrando que a concentracdo maxima alcangada foi
de 11,4 pg/ml (atingida em 3,2 horas) e o tempo de meia-vida foi de aproximadamente 6
horas. Um pico de oligo e polissacarideos com um peso molecular menor que 5000 Da
derivados da digestdo parcial do SC exdgeno, também foi encontrado no plasma.

Conte et al. (1995), investigaram os aspectos quimicos e farmacocinéticos do
tratamento oral de ratos e cdes com SC radiomarcado. Demonstraram que mais de 70% da
radioatividade foi absorvida e encontrada na urina e tecidos. A urina foi a principal rota de
excre¢do. Apos 1,6 h no rato e 2,1 h no cdo, houve pico de concentracdo no plasma. Apds 24
horas da administragdo via oral, a radioatividade da substincia estava maior no intestino,
figado, rins, fluido sinovial e cartilagem do que nos outros tecidos. Apés 36 horas da
administracao via oral, a substancia foi fracamente encontrada no plasma do cao e do rato.

O SC foi administrado via oral no homem (voluntarios sadios) em uma unica dose
diaria de 0,8 g e duas doses didrias de 0,4 g. Os resultados mostraram que ambas as formas de
administracdo, determinaram um aumento significante da concentracdo plasmatica do SC,
durante um periodo de 24 horas. Os valores de eliminagdo foram os mesmos para as duas
administracdes (Conte et al., 1995).

Palmieri et al. (1990) mostraram que o SC exdgeno marcado, administrado por via
oral ou parenteral, ¢ distribuido em vérios tecidos incluindo intestino, figado, rins (6rgdos
envolvidos na absorc¢do, biotransformag¢do e excre¢do dos oligo e polissacarideos) com
tendéncia a acumular no fluido sinovial e tecidos ricos em GAGs tais como cartilagem
articular.

Alguns parametros bioquimicos (n° de leucdcitos, proteinas, GAGPS, quantidade de
acido hialurénico e atividade da N-acetilglucosaminidase) do fluido sinovial foram avaliados
em individuos com OA (tratados e controle). Nao foram observadas variagdes no individuo
que nao recebeu SC. Apo6s cinco dias de administragdo de SC, houve um aumento significante
da concentragdo e massa molecular do 4cido hialurénico, e uma diminui¢do da enzima
lisossomal N-acetilglucosaminidase. Nao houve diferenca significativa na contagem de
leucocitos e proteinas (Conte ef al., 1995). Uma vez que o proposito desse estudo de Conte foi
demonstrar que o SC exdgeno administrado oralmente, alcanga o fluido sinovial, o mesmo foi

fracionado por cromatografia em gel antes e durante o tratamento com SC. Apds cinco dias de
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tratamento a distribuicdo da massa molecular de acido hialuronico mudou, sugerindo que ha
uma variagdo quantitativa e qualitativa dessa molécula durante o tratamento com SC.

Palmieri et al. (1990) investigaram a distribui¢do da radioatividade do SC
radiomarcado, administrado oral e parenteralmente. Demonstraram que mais de 70% do SC
oral foi absorvido. Independentemente da rota de administragdo, a radioatividade foi
excretada principalmente através da urina. Um tropismo da radioatividade foi observado em
tecidos ricos em GAGs, tais como cartilagem articular. O SC foi encontrado no plasma, urina,
fluido sinovial e cartilagem.

No homem, o rim ¢ o principal 6rgdo de eliminagdo para o SC e seus fragmentos ap6s
administracao oral (Conte et al., 1991).

Segundo Conte et al. (1991), o destino metabolico do SC exdgeno ¢ similar no homem

€ em animais experimentais.

3.5 Reacdes adversas e toxicidade

O SC ¢ bem tolerado apds consumo oral (Oliviero et al., 1991; Rovetta, 1991).
Somente 3% dos pacientes tiveram queixa de sintomas gastricos leves ou nausea (Oliviero et
al., 1991).

Para Camus (1972), tecnicamente a DLsy ndo pode ser estabelecida para o SC, ja que
mesmo apo6s doses tao elevadas como 1-2 g/kg (oral ou i.v. em camundongo) 150 mg/kg (i.m.
em camundongo) e 1,5 g/kg (ratos), ndo ha relato de mortes ou conseqiiéncias toxicas.

No RTECS (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances - Registro de Efeitos
Téxicos de Substancias Quimicas), o SC tem algumas informacgdes sobre toxicidade
avaliadas. A DLs, estd estabelecida em 2.340 mg/kg em camundongos via intravenosa
(Rinsho, 1960). A menor dose téxica intravenosa publicada é de 1.680 mg/kg/14 dias, em
ratos. Nessa dose podem ser vistas mudancgas no peso do figado, perda de peso ou diminuigao
do ganho de peso (Rinsho, 1960). A menor dose téxica via oral publicada ¢ de 445 g/kg/26
semanas. Nessa dose podem ser vistas diminui¢do da quantidade de alimento ingerido, perda
de peso ou diminuicao do ganho de peso (Rinsho, 1960).

Em estudos de toxicidade sub-aguda ou cronica usando cobaios, a administra¢ao oral
de 100 mg/kg de SC por 5 dias por semana por 8§ semanas ndo causou morte (Camus, 1972).

Nao foram observadas malformagdes nos fetos ou filhotes de ratas ou coelhas tratadas

com 0,1 a 1 g/lkg de SC (Camus, 1972).



21

Pierre (2001), relatou que em um estudo administrando 1 g/kg/dia oralmente a ratos e
coelhos, a droga ndo teve efeitos observaveis na mutagénese ou na funcdo reprodutiva.
Segundo Pierre (2001), ndo foram observados sintomas clinicos significantes apos
administracdo oral de SC a animais. Em experimentos de dose unica de 2 g/kg em roedores, €
doses de 60 a 100 mg/kg em ratos, gatos e caes por mais de 3 meses, o SC foi bem tolerado.

Segundo Reyes et al. (2000), o uso do SC, como suplemento, na terapia da OA ¢
indicado baseando-se na absor¢do e acimulo no tecido cartilaginoso e liquido sinovial, na
eficacia similar aos AINES e na longa duracdo de acdo. Apesar disso recomendam ensaios
clinicos de longa duracdo e observam que ha limitada informagdo na literatura sobre efeito

sinérgico, contra-indicacdes ¢ interagdes medicamentosas do SC como terapia da OA.

3.6 Terapia da AO

Por muitos anos, fArmacos antiinflamatorios nao esterodides (AINES), tém sido usados
para suportar a dor e inflamagao articular associadas com a OA em humanos (Holtsinger et
al., 1992; Vasseur et al., 1995; Creamer & Hochberg, 1997). Mas os AINES s3o apenas
paliativos ja que ndo mudam o curso da condicdo patologica, e seu uso € limitado em razao
dos seus efeitos adversos. Segundo Palmoski & Brandt (1980), esses farmacos poderiam até
mesmo exacerbar a progressao da OA.

Na medicina veterindria também sdo usados corticosterdides e AINES, para o
tratamento de OA. Entretanto, a necessidade de longos periodos de tratamento com esses
agentes, pode produzir efeitos adversos e atingem os condrocitos interferindo na homeostase
da matriz cartilaginosa (Manley, 1995).

Nesse contexto, ganharam for¢a as pesquisas que investigam os chamados agentes
modificadores da doenga OA, como o SC, que podem influenciar diretamente o metabolismo
do condrécito de maneira benéfica (Hulse, 1998). Esses agentes sustentam ou aumentam a
sintese de acido hialuroénico pelos sinovidcitos (maior constituinte do fluido sinovial e
lubrificante da membrana sinovial), inibem enzimas degradativas (ex: colagenase, catepsinas,
hialuronidase, condroitinases) ou mediadores inflamatorios (interleucina-1, fator de 'necrose e
tumor’, prostaglandina E;) e removem ou evitam a formacao de fibrina, trombos e placas na
sindvia ou vasos sangiiineos subcondrais (Ghosh et al. 1992). Desse modo, esses agentes
contrariam o processo inflamatdrio destrutivo e auxiliam a normalizagdo do fluido sinovial e

matriz cartilaginosa (Bassler et al., 1992; Hannan et al., 1987).
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Os componentes capazes dessas agdes sdo idénticos aos usados pelo corpo para
fabricar PGI, ou seja, os glicosaminoglicanos polisulfatados (GAGPS), como o SC (Bucci,
1994; Todhunter & Lust, 1994).

Os GAGPS sado capazes de induzir a sintese de matriz da cartilagem articular e
diminuir a sua degradacdo, eles sdo uma mistura de GAGs altamente sulfatados, cujo
principal componente dessa mistura ¢ o SC. O SC ¢ extraido de traquéia e pulmdes bovinos
pela industria farmacéutica (Todhunter & Lust, 1994).

Denominados de nutracéuticos pela industria farmacéutica, a glicosamina (G) e o SC
sdo considerados agentes condroprotetores, e por serem componentes do corpo, sio
considerados mais seguros do que AINES (Reyes, 2000).

O SC e a G sao classificados como nutrifarmacéuticos nos Estados Unidos, assim
como outros componentes tais como soja, vitaminas C, D, E, minerais e ervas, e
oligoelementos como selénio, zinco, manganés e cobre (Hauselmann, 2001).

Nao existe referéncia ao termo nutracutico na legislacdo brasileira, segundo a
professora Lys Mary Bileski Candido da Universidade Federal do Parand. O termo significa
“qualquer substancia considerada alimento ou parte de alimento que propicie beneficios
médicos ou para a saiude, incluindo a prevengdo e tratamento de doencas”

(www.cenargen.embrapa.br./publica/trabalhos/doc008.pdf - 06/03).

Segundo Deolinda Maria Felin Scalabrin, Doutora em Medicina pela Disciplina de
Alergia e Imunologia do Departamento de Pediatria da Universidade Federal de Sdo Paulo e
consultora médica da Mead Johnson Nutritionals, sdo exemplos de nutracéuticos: zinco,
selénio, ferro, cobre, vitaminas A, C, E e B6, e o acido folico

(www.meadjohnson.com.br/enfanews/01/nutra.asp -06/03).

Nos Estados Unidos, a G e o SC s@o amplamente usados e existe um grande niimero
de medicamentos que contém essas substancias, que ndo sdo regulamentados pelo FDA. Essas
substancias sao controladas por agéncias federais de farmacos na Europa, mas nao nos
Estados Unidos. Isso pode explicar porque as companhias farmacéuticas ndo tém interesse em
financiar testes independentes de alta qualidade para esses componentes (Hauselmann, 2001).

Na medicina humana, GAGs como G e SC, estdo sendo usados como alternativa aos
AINES no tratamento das OA. Estudos com o SC demonstraram que o mesmo regula a
formagao de nova cartilagem pela estimulacdo da sintese de colageno, PGl e acido hialurdnico
pelos condroécitos, e inibe enzimas proteoliticas e lisossomais (elastase, hialuronidase) que

podem danificar a cartilagem articular. Em adig¢@o a essa atividade regulatéria metabolica, o


http://www.cenargen.embrapa.br./publica/trabalhos/doc008.pdf
http://www.meadjohnson.com.br/enfanews/01/nutra.asp
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SC ainda possui propriedades antiinflamatdrias através de um mecanismo que impede o

reconhecimento do complemento C; (Reyes et al., 2000).

3.7 Acbes do SC

O SC administrado contribui para o “pool” (nivel) enddégeno de GAGs, principalmente
de SC, e em menor extensao para sulfato de queratina e acido hialurénico (Paroli ef al., 1991).

Uma outra propriedade do agregado PGl, ¢ regular a fun¢do de citocinas e fatores de
crescimento que ligam-se a sua proteina central (Bali ef al., 2001).

A acdo de enzimas liberadas de leucocitos polimorfonucleares (ex: protease neutral, 3-
glicoronidase, e mieloperoxidase), foi inibida por GAGPS de modo dose-dependente
(Todhunter & Lust ,1994).

A destruicdo da cartilagem em articulagdes osteoartriticas pode resultar da agdo direta
de metaloproteinases neutrais extracelulares ativas (ex: estromelisina e colagenase), ou
enzimas lisossomais intracelulares (acidas) nos PGl e coldgeno. A estromelisina degrada o
agregado PGl (agrecano) da cartilagem, e a colagenase cliva o coladgeno tripla hélice.
Considera-se que os grupos sulfatos nos GAGPS (carregados negativamente) reajam com 0s
residuos aminoacidos em proteinas (carregados positivamente), incluindo as
metaloproteinases neutrais (Todhunter & Lust, 1994). Os GAGPS diminuem os efeitos
degradativos de proteinases neutrais e enzimas lisossomais na cartilagem articular in vitro.

Shen et al.(2002), observaram que o grau e as posi¢des em anel da sulfatacdo
oligossacaridea na molécula de SC, foram os maiores determinantes da atividade inibitéria
sobre as enzimas clastase, hialuronidase e lisozima. A diferenca observada na afinidade de
ligagdo de duas drogas polisulfatadas (entre elas o SC), em relagdo as trés enzimas
imobilizadas, sugere uma conexdo conformacional, (em adi¢do as interagdes de carga) entre
os ésteres sulfato dos polissacarideos e os aminoacidos cationicos das enzimas.

A atividade de anafilotoxinas C3a e C5a, presentes em articulagdes osteoartriticas, foi
inibida in vitro por GAGPS. A atividade hemolitica do complemento pode ser inibida por
GAGPS em humanos e eqiiinos (Todhunter & Lust,1994).

Garnier et al. (2002), demonstraram “in vitro” que o tratamento de células NK
(natural killer) com enzimas condroitinases resulta na redu¢do substancial da secre¢do de

interferon-y, (IFN-y) através da inibicao da atividade da interleucina-12.
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Sakai et al.(2002), demonstraram que o SC inibe a producao de IgE induzida por
antigeno, através da inducdo da secre¢do de citocinas do tipo IFN-y, IL-2 e IL-12, e essa
caracteristica sugere um uso potencial do SC, na prevencdo de alergias mediadas por
imunoglobulina E.

Devido ao fato de que o SC assim como a heparina pertence ao grupo de GAGs,
algumas avaliagdes foram realizadas para verificar se o efeito da heparina também ¢
observado com o uso de SC.

Existem alguns trabalhos envolvendo o uso do SC com os perfis hematoldgicos. O SC
ndo modificou o tempo de coagulagdo em um trabalho de Pierre (1967). Foi relatada
trombocitopenia em alguns pacientes humanos tratados com GAGPS (Wolf, 1983).

Segundo Mahaffey & Moore (1986), os GAGPS causam reducdo no hematdcrito e na
concentragdo de hemoglobina, quando administrados parenteralmente a equinos. Entretanto os
GAGPS usados em eqiiinos como agentes condroprotetores, ndo reduziram o hematdcrito ou a
concentragdo de hemoglobina. Essa aparente discrepancia pode indicar que existem somente
alguns mecanismos similares de agdo entre heparina e outros GAGPS (McNamara et al.,
1996).

Woessner & Howell (1993), testaram GAGPS em caes na dosagem de 5 e 25 mg/kg
IM, relatando aumento no tempo de tromboplastina parcial ativada, protrombina, no tempo da
ativacdo da coagulagdo e hemorragia/sangramento.

Em um trabalho com caes da raga Beagle, McNamara ef al.,(1996) testaram agentes
condroprotetores para avaliar seus efeitos nos valores hematologicos (hematocrito, contagem
de eritrocitos e leucocitos, concentragdo de hemoglobina, volume corpuscular médio e
concentragdo corpuscular de hemoglobina), hemostaticos (tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada, determinacdo da agregacdo plaquetaria, determinacdo do
tempo de sangramento) e bioquimicos (glicose do soro, uréia, creatinina, albumina, globulina,
fosforo, célcio, sédio, potassio, cloro, CO, total, colesterol, lipase, fosfatase alcalina, alanina
transaminase, aspartato transaminase, ¢ valores totais de bilirrubina) em caes clinicamente
normais, quando administrados oralmente por 30 dias. Nesse estudo, verificaram-se algumas
alteracdes nas varidveis hematologicas e hemostaticas, entretanto nenhuma dessas alteragdes
pode ser considerada fora do padrao laboratorial normal.

Para Shaw & Thle (1999), seu uso pode estar associado a um aumento da tendéncia ao
sangramento. Essa suspeita ¢ refor¢ada pelo fato de que os GAGPS sdo estruturalmente

similares a heparina.
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Hé crescente evidéncia de que os PGI, especialmente o SC, sdo componentes do
conjunto da matriz extracelular durante os primeiros estagios da histogénese. Domowicz et al.
(2000), demonstraram que durante a embriogénese do sistema nervoso central (SNC) da
galinha, o SC ¢ sintetizado pelos neurdnios de todos os tipos celulares neuronais, com
exce¢do dos astrocitos, sugerindo que mecanismos reguladores neuronais especificos
controlem a expressao do SC.

Quanto ao efeito do SC no aparelho digestivo, foi realizado um teste, usando o modelo
de al¢a para intestino isolado de coelho, ndo ocorreram mudangas na amplitude das
contragdes intestinais, ou na tonicidade do intestino, em presenca de 1 a 3 mg/ml de SC
(Pierre, 2001).

Em doses de 0,25 a 1 g/kg, ndo ocorreram mudancas na taxa de transito intestinal em
camundongos. No sistema cardiovascular, o SC em doses de 25 a 100 mg/kg (taxa de
perfusdo de 25 mg/min), ndo teve efeito no eletrocardiograma, sendo que a dose de 100 mg/kg
induz uma leve e transitoria depressao da pressao arterial. Em qualquer dose, o SC causa um
aumento na freqiiéncia respiratoria e na sua amplitude. Com respeito a funcdo renal, nenhuma
mudanga no volume ou concentragdo eletrolitica da urina foi encontrada ap6s a administracao
de injecdes subcutaneas de SC, em doses de 100 mg/kg (Pierre, 2001).

Mais especificamente em relagdo a cartilagem, existem estudos nao validados que
demonstram que o SC e a G ingeridos sdo incorporados na cartilagem articular do animal. O
modelo de instabilidade do joelho em coelhos, que tem sido usado recentemente para
demonstrar a eficacia do tratamento com o SC pode ndo representar a situagdo de OA cronica
(Hauselmann, 2001).

O SC aplicado em coelhos tem demonstrado preservar as propriedades da cartilagem.
Ele inibe a perda de cartilagem em lesdes articulares induzidas por quimiopapaina em coelhos
(Hauselmann, 2001).

Em uma pesquisa envolvendo a administragcdo de GAGPS, em tecidos de cartilagem
artritica de eqiiinos, Glade (1990) concluiu que os mesmos aceleram nova sintese de coldgeno
e GAGs pelos tecidos das cartilagens artriticas e pelos condrocitos em cultura de tecido, e que
os tecidos artriticos foram mais sensiveis aos GAGs exdgenos do que os tecidos ndo-artriticos
(necessitaram menor quantidade de GAGPS para estimular a sintese). Ainda nesse estudo, o
autor constatou que altas doses de GAGPS inibem o crescimento dos condrocitos (pré-
requisito para regeneracgdo tecidual).

Com base em estudos clinicos de eficacia e seguranga, em humanos a dosagem de SC

eficaz para reduzir a dor e melhorar o quadro patoldgico dos pacientes com OA, ¢ de 800 a
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1200 mg diariamente (aproximadamente 18 mg/kg), divididos em 2 a 4 tomadas (Reyes et al.,
2000).

Em caes a dosagem preconizada de um produto comercial a base de SC, ¢ de 20
mg/kg, em uma administracdo didria, e ndo consta na bula qualquer referéncia de contra-

indicagdes para seu uso.

3.8 Ensaios clinicos

Ja foram realizados inimeros ensaios clinicos em humanos e animais usando o SC,
que apresentaram resultados favoraveis ao uso do SC, nos casos de doencas articulares, como
terapia prolongada. Esses ensaios demonstram que o SC melhora a dor e a mobilidade da
articulagao.

Estudos recentes tém demonstrado que G e SC fornecem uma modesta a ampla
melhora na dor e na funcdo da articulagdo quando comparados com o placebo e sao
comparaveis aos AINES no quesito alivio da dor porém com menos efeitos adversos
gastrointestinais (Hauselmann, 2001).

Duas publicacdes ndo cientificas, “The Arthritis Cure” (A Cura da Artrite) e
“Maximizing the Arthritis Cure” (Maximizando a Cura da Artrite), publicadas nos Estados
Unidos em 1997, por Jason Theodasakis, mostraram ter influenciado uma importante decisao
tomada pelo Office of Alternative Medicine of the National Institutes of Health (NIH), para
finalmente serem desenvolvidos estudos independentes, maiores e mais bem desenhados do
SC. Um ensaio randomizado controlado, de trés anos de duracdo, comparando 4 diferentes
tratamentos: SC, G, uma combinacdo de SC e G, e um inibidor da COX; (Celecoxib®) com
placebo, patrocinado pelo NIH, ainda esta em andamento (Hiduselmann, 2001).

Reddy & Dhar (1991) investigaram o efeito de adjuvantes da artrite no metabolismo
de GAGs em varios tecidos de ratos. O conteudo total de GAGs foi encontrado aumentado em
todas as amostras de tecido do rato artritico comparado com o rato normal.

McAlindom et al. (1998), realizaram um estudo sobre ensaios clinicos duplo-cego
com grupos placebo e controle. Os ensaios clinicos de glucosamina e condroitina mostraram
beneficios substanciais no tratamento da OA, embora os autores concluam que sao
necessarios mais estudos para testar a eficacia dessas duas substancias.

Leeb et al. (1998) avaliaram quatro ensaios randomizados duplo-cegos com grupo
controle de placebo ou AINES e grupo tratado com SC. No total os ensaios incluiram 227

pacientes (humanos). Todas essas investigagdes revelaram que o SC foi no minimo 50%
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superior ao placebo com respeito a dor € o consumo de co-medicamentos, indicando que o SC
pode ser uma ferramenta eficaz na terapéutica da OA. Interessantemente, os efeitos adversos
ocorreram mais freqiientemente nos grupos placebo.

Em um trabalho de Oliviero (1991), 100 pacientes receberam 1,2 g/dia de SC oral
durante seis meses. Varias articulagdes foram avaliadas e houve reducdo da dor e melhora
evidente da mobilidade apds duas semanas de tratamento. Nao foram relatados efeitos
colaterais.

Em um trabalho duplo-cego usando placebo como controle, 58 pessoas receberam 200
mg de SC, quatro vezes ao dia, oral, durante trés meses; ¢ 56 pessoas receberam placebo nas
mesmas condi¢des. As articulagcdes avaliadas foram joelho e quadril. Houve melhora na dor
articular no grupo tratado com SC (Mazieres et al., 1992).

No trabalho randomizado duplo cego de Morreale et al. (1996), 74 pessoas receberam
SC, 1,2 g/dia, oral, durante trés meses e 172 pessoas receberam diclofenaco 150 mg/dia
durante um més. As articulagdes avaliadas foram os joelhos. O grupo diclofenaco mostrou
reducdo rapida da dor articular (10 dias) com desaparecimento do efeito apds interrup¢do do
tratamento. O grupo SC mostrou melhora apds 30 dias com duragdo superior a trés meses
apods interrupgao.

Em um trabalho de Fleish et al. (1997), duplo-cego com grupo controle placebo, 25
pessoas receberam 800 mg/dia de SC oral durante um ano e 22 pessoas receberam placebo nas
mesmas condi¢des. Os joelhos foram as articulagdes avaliadas. Como resultados, foram
constatados melhora da dor articular, diminui¢do do inchaco e¢ melhora da mobilidade
articular. Além disso, o uso do acetominofeno diminuiu mais no grupo SC do que no grupo
placebo.

Em um tratamento realizado por Busci & Poor (1998), duplo-cego com grupo controle
placebo, 40 pessoas receberam 800 mg/dia, oral, durante seis meses, 40 pessoas receberam o
placebo nas mesmas condigdes. As articulagdes avaliadas foram os joelhos. Como resultado
houve significante melhora. Uso significativamente menor de acetominofeno no grupo SC do
que no grupo placebo.

Bourgeois et al. (1998), realizaram teste duplo-cego com grupo controle placebo.
Nesse estudo 40 pacientes receberam 1,2 g/dia de SC oral, durante seis meses, o grupo
controle com 44 pacientes recebeu placebo nas mesmas condigdes. A articulagdo avaliada foi
a do joelho. O grupo SC teve redugdo significante na dor articular espontanea (ndo observado

no grupo controle).
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Em um teste duplo-cego com grupo controle placebo e acompanhamento radioldgico
da progressao da recuperacdo, 42 pacientes receberam SC ou placebo. No grupo SC, a
dosagem foi de 800 mg/dia, oral, durante um ano. O joelho foi a articulagdo avaliada. No
grupo SC houve significativa redu¢do da dor e aumento da mobilidade, também houve
normalidade da bioquimica na articulagdo e osso. O espago articular no grupo placebo
diminuiu significativamente, mas nao mudou no grupo SC, (Uebelhart ef al.1998).

Verbruggen et al.(1998), estudaram a OA com acompanhamento radioldgico da
progressdo da doencga, contaram com 34 pacientes que tomaram 1,2 g/dia de SC oral durante
trés anos ¢ 85 pacientes que receberam placebo nas mesmas condigdes. As articulagdes
avaliadas foram as das maos (interfalangeais). Nesse estudo houve significativa diminui¢ao na
erosdo da cartilagem no grupo SC (8,8%) comparado ao placebo (29,4%).

Segundo o depoimento de Danao-Camara (2000), sobre mais de 200 pacientes com
dor osteoartritica que receberam uma combina¢do de glucosamina e condroitina, foram
constatados entre esses pacientes: um caso de fotossensibilizagcdo, reproduzivel com novo
desafio; trés casos de hipertensdo sistolica reversivel na auséncia de hipertensdo prévia e
desacompanhados de sintomas ou anormalidades laboratoriais; quatro episodios de
proteinuria; trés pacientes com elevacao dos niveis de creatina fosfoquinase, assintomatica,
reversivel € em um caso nao reincidiu com novo desafio. Embora nao tenha certeza de que
foram a glucosamina ou a condroitina que provocaram essas alteragdes, Danao-Camara
sugere que essa possibilidade seja considerada nos proximos ensaios com esses agentes.

Girardi & Freitas (2001) realizaram uma pesquisa clinica com eqiiinos, sobre o uso de
SC, juntamente com tratamento padrdo para artropatia séptica traumatica. Nesse trabalho
utilizaram além do SC: enrofloxacina e lavagem articular com solugdo fisioldgica e
nitrofurazona. O animal alvo desse estudo apresentava artropatia séptica traumatica da
articulagdo tarsica e claudicacdo do membro posterior direito, o tratamento resultou em
melhora do quadro clinico. Os indices de uréia, creatinina, fosfatase alcalina, creatina
fosfoquinase, alanina-aminotransferase e aspartato amino-transferase mantiveram-se dentro
da normalidade.

Glade (1990), publicou que os GAGPS podem estimular a sintese da rede de colageno
e GAGs, em tecidos cartilaginosos normais ou com artrite em eqiiinos. Nos seus
experimentos, os tecidos que sofreram de artrite foram os mais sensiveis ao estimulo induzido

por GAGPS.
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Em estudos com caes predispostos a displasia, os filhotes submetidos a tratamento
com GAGPS cresceram com a mesma taxa daqueles tratados com solucao salina (Lust ef al.,
1992).

Segundo Todhunter & Lust (1994), os GAGPS sdo um adjuvante no tratamento de
OA, mas ndo uma panacéia. Ha evidéncia de que sejam benéficos na prevengao e tratamento
de OA induzida experimentalmente em caes com displasia coxo-femural. Sugerem também,
que sdo mais efetivos como preveng¢do do que como tratamento da OA avancada, e que
inibem a ativagdo ou sintese de metaloproteinases responsaveis pela degradacdo da matriz
articular na OA.

O Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR)
e a Associacdo Européia Contra o Reumatismo (European League Against Rheumatism —
EULAR), tém publicado protocolos e recomendagdes para o tratamento da AO do quadril
(ACR) e do joelho (ACR e EULAR), baseados na combinacao de evidéncia corrente e opinido

de especialistas.

3.9 Testes de teratogenicidade

Greeg em 1941 foi o primeiro a associar a morte, cegueira e surdez em recém nascidos
com a prevaléncia da rubéola em mulheres gestantes. Foi a partir de 1956, ano em que a
talidomida foi empregada para nauseas e vomitos durante a gestacdo, que comecgaram a surgir
inimeros casos de focomelia (um tipo de teratogenia). Em 1961, o mundo reconheceu que
essa droga estava associada a malformacdes (do tipo focomelia) no feto. A talidomida antes
de ser comercializada, foi testada em ratos, mas ndo era sabido que esta espécie ¢ mais
resistente aos efeitos teratogénicos da talidomida do que o homem. A partir dessa época os
testes perinatais tornaram-se mais complexos, exigindo estudos multigeracionais, em no
minimo 3 espécies (uma delas ndo roedora), em 3 dosagens diferentes e em concentracdes de
3 a 5 vezes maiores que a dose terapéutica (Spinosa et al., 1999).

Outras drogas também podem ter efeitos diferentes de acordo com a espécie em que
sdo testadas, ex: metotrexato, que ¢ teratogénico no homem e pequenos roedores, mas nao em
macaco Rhesus (Wilson; Fradkin, 1969; Wilson, 1971).

Para citar outro exemplo da diferenca entre espécies, a carbarila ¢ teratogénica em
caes, mas ndo em roedores, homem e macaco Rhesus (Smalley et al,, 1968; Robens, 1968;

Weil et al., 1972).
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Essas diferencas entre espécies podem ser devido a farmacocinética das drogas nas
diferentes espécies (Spinosa et al., 1999).

Um medicamento pode ser considerado teratogénico (do grego, teratos=monstro),
quando ¢ capaz de aumentar a freqliéncia de uma anormalidade funcional ou estrutural nos
filhos de determinada espécie animal, quando administrada aos pais antes da concepgao, ou a
mae durante um periodo critico da gestagdao. Esse periodo critico na gestagdo ¢ chamado de
organogénese, € a lesdo no feto ¢ denominada teratogénica (Spinosa et al., 1999).

Um exemplo de medicamento que pode levar a teratogénese, sdo os anticoagulantes,
como warfarina e a heparina, que causam problemas reprodutivos e teratogénese. Um terg¢o
dos fetos expostos a essas substancias ¢ abortado, nasce morto ou com anormalidades
estruturais ou morfoldgicas (Spinosa ef al., 1999).

A vitamina D causa dano no desenvolvimento esquelético, principalmente em 0ssos
longos e extremidades, pois ocorre deposicdo excessiva de calcio. Alguns metais como o
cadmio, arsé€nico, chumbo e mercurio sao capazes de levar a malformacgdes, tanto estruturais
como funcionais (Spinosa et al., 1999).

Os agentes teratogénicos podem ter sua agdo interferindo em mecanismos celulares,
em dosagens que causam nenhuma ou minima toxicidade materna (Spinosa et al., 1999).

Efeitos farmacoldgicos adversos nas maes, como anorexia ou sedagdo, podem ter uma
influéncia no desenvolvimento fetal (Frohberg, 1977). Por isso as maes sdo avaliadas nos
estudos de toxicidade reprodutiva, ex: peso, consumo, peso dos 6rgaos, sinais clinicos de
toxicidade, abortos ¢ mortalidade (EPA, 1998).

Souza et al. (1997), sugerem que a toxicidade materna, como por exemplo, redugdo no
ganho de peso na gestacdo, pode resultar em efeitos embriofetotoxicos. Esses efeitos refletem-
se em 3 indices: mortalidade embrionaria, retardo no crescimento pré-natal e malformacdes
fetais. Ou seja, para esses autores, esses indices sdo dependentes da toxicidade materna e nao
necessariamente do potencial teratogénico da substancia.

Além da toxicidade materna, ¢ importante lembrar da interagdo materno-fetal, pois as
alteracdes fisiologicas do sistema materno na prenhez propiciam um aumento na absorcao e
distribuicao de medicamentos, redu¢ao na sua biotransformagao e incremento na sua excregao
(Spinosa et al., 1999).

Segundo o FDA, os farmacos podem ser divididos em 5 categorias conforme o risco
de teratogenicidade. Sdo elas A, B, C, D e X. Nessa classificacdo, os fArmacos do grupo A,
sdo aqueles para os quais existem estudos controlados em gestantes, e que ndo demonstraram

risco para o feto no primeiro trimestre, ndo existe evidéncia de riscos em trimestres
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posteriores e a possibilidade de lesdo fetal parece remota. Alguns exemplos: acido folico,
vitaminas A ¢ D em baixas doses, ¢ tiroxina.

No grupo B estdo os farmacos que, testados em animais, ndo demonstraram risco de
malformagdo, mas ndo existem estudos controlados em mulheres gestantes. Geralmente se
aceita o uso de medicamentos dessa categoria durante a gestagao.

No grupo C, os medicamentos demonstraram ocasionais malformagdes, mas estudos
controlados em gestantes ndo detectaram casos. Nao se dispde de estudos em animais nem em
mulheres, e ndo se pode descartar o risco de teratogenia. Seu uso deve restringir-se a situagdes
em que ndo existe outro farmaco mais seguro.

O grupo D ¢ representado pelos farmacos que tem demonstrado originar malformagdes
em animais, mas ndo em estudos controlados em mulheres gestantes. Sdo aqueles em que
existe risco fetal em mulheres gestantes, mas o beneficio pode superar o risco esperado. Sao
aqueles usados em determinadas patologias maternas, em que o risco da doenga causar efeitos
adversos no feto ¢ superior ao risco teratdgeno do medicamento (ex: farmacos utilizados no
controle da epilepsia, asma, diabetes, doenga da tireoide).

No grupo X, os farmacos demonstraram efeitos teratdgenos em estudos com animais e
em mulheres gestantes, e seu risco supera um possivel beneficio. S3o absolutamente contra-
indicados durante a gestacdo. Como exemplo dessa categoria estdo, os anticoncepcionais
orais, dietilestilbestrol, ergotamina, medroxiprogesterona, oxitocina, ribavirina, talidomida,
estradiol, estrogenos conjugados, testosterona, vitamina A em doses altas

(www.fisterra.com/guias?2/medicamentos/embarazo.htm acessado em 06/03).

Recentemente, o Instituto Internacional de Ciéncia da Vida — Fundacdo de Nutrigao,
foi convocado para discutir os critérios para listagem de substancias que possam ser
toxicantes desenvolvementais, sob as condi¢des do “California’s Safe Drinking Water and
Toxic Enforcement Act” (Ato de Obrigacio da California para Seguranca da Agua Potavel e
Toxicos) de 1986. Tais critérios sdo muito dificeis para estabelecer, mas eles devem enfatizar
relevancia humana e biologica. Igualmente, a Comunidade Européia tem classificado os
quimicos de acordo com sua toxicidade reprodutiva (Thomas,1989).

Segundo Thomas (1989), o FDA — Agéncia de Alimentagao, recomenda protocolos de
teste em estudos reprodutivos de duas geracdes, incluindo fase de teratologia, para aditivos e
corantes de alimentos.

Para o FDA autorizar o uso de um farmaco, ele deve passar pelos testes exigidos por
esse 6rgao. Conforme o FDA, os estudos em reproducdo utilizando animais de laboratorio,

compreendem 3 etapas, que sdo chamadas de segmentos I, II, III (Thomas, 1989).


http://www.fisterra.com/guias2/medicamentos/embarazo.htm
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No segmento | sdo avaliados os efeitos sobre a fertilidade de machos e fémeas, e
performance reprodutiva geral. Compreende o tratamento dos animais, machos e fémeas,
durante um periodo minimo antes do acasalamento, de 70 dias para machos e 14 dias para
fémeas. Os tratamentos ainda sdo realizados durante todo o periodo de acasalamento para
machos e fémeas, e depois para as fémeas durante a gestagdo e lactagdo. As fémeas de cada
grupo sdo divididas em dois subgrupos, um subgrupo ¢ sacrificado imediatamente antes do
ultimo dia de gestacdo. No outro subgrupo ¢ permitido aos filhotes nascerem para avaliar seu
desenvolvimento. Os fetos do primeiro subgrupo sdo avaliados conforme o estudo do
segmento II (Neubert et al.,1996).

No segmento II, ¢ avaliado o potencial do fArmaco para causar teratogenicidade. Nesse
segmento sdo usadas fémeas prenhes, que no caso das ratas sdo tratadas do 6° ao 15° dia da
prenhez, periodo em que ocorre a organogénese. Todas as ratas sdo sacrificadas no 21° dia de
prenhez para histerectomia e retirada dos 6rgaos e fetos. Metade das ninhadas sdo utilizadas
para avaliacdo das visceras, a outra metade ¢ processada para avaliagdo de malformagdes
esqueléticas (Neubert et al.,1996).

No segmento III faz-se um estudo peri e pos-natal. O farmaco ¢ administrado durante
o periodo de desenvolvimento fetal até o desmame. E avaliado nesse segmento, o
desenvolvimento somatico, neuromotor, sensorial e comportamental da prole. Todos os
filhotes sdo examinados no minimo uma vez ao dia para sinais de comportamento e aparéncia
(abertura de olhos, descolamento de orelhas, etc.) anormal. As ninhadas sdo pesadas e a taxa
de mortalidade ¢ anotada todos os dias. Também ¢ feito um teste de fertilidade desses filhotes
(Neubert ef al.,1996).

Dentro do segmento II, existem algumas diferencas nas recomendacdes para os testes
de teratogenicidade. Geralmente a substancia testada é administrada continuamente durante a
organogénese, ou seja, do 6° ao 15° dia de prenhez em ratas. Mas segundo a EPA
(Environmental Protection Agency ou Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos,
1998), a droga deve ser administrada do dia da implantacdo até o 21° dia da gestagdo, que
corresponde ao ultimo dia da gestacdo, ou ainda, do dia da fertilizagdo até o 21° dia da
gestagdo (Neubert ef al., 1996).

A EPA desenvolveu um roteiro para testes de pesticidas e substancias toxicas,
chamado OPPTS (Office of Prevention, Pesticides and Toxic Substances), a fim de
harmonizar os protocolos de testes requeridos pelo Office of Pollution Prevention and Toxics
(OPPT) presente no Code of Federal Regulations (CFR ou Coédigo de Regulamentos
Federais), o Office of Pesticide Programs (OPP), presente em publicacoes do National
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Technical Information Service (NTIS), e os protocolos publicados pela Organization for
Economic Cooperation na Development (OECD) (EPA,1998).

O proposito da harmonizagdo desses testes em um Unico protocolo do OPPTS, ¢
minimizar as variagdes entre os procedimentos exigidos pela EPA (EPA, 1998). O estudo de
toxicidade pré-natal é conhecido como OPPTS 870.3700. Esse protocolo pretende avaliar os
efeitos da exposi¢ao de animais prenhes a um medicamento, no desenvolvimento dos fetos.
Como resultado pode haver morte, anormalidades estruturais ou crescimento alterado dos
fetos. Os efeitos maternos também sdo avaliados (EPA, 1998).

Segundo o OPPTS 870.3700, a substancia deve ser administrada a animais prenhes, do
dia da implantacdo a um dia antes do dia esperado para o parto. No ultimo dia util as fémeas
sdo sacrificadas, os conteudos uterinos examinados e os fetos processados para a avaliagdo
visceral e esquelética (EPA, 1998).

Essas exigéncias, assim como as demais sdo similares aquelas apresentadas por
Neubert et al. (1996). Em geral, os testes da EPA sdo menos dispendiosos e de menor duracao
do que aqueles requeridos pelo FDA. Os testes do FDA (segmentos I a III), sdo melhores para
avaliar a toxicidade reprodutiva, e nenhuma dessas baterias pode substituir outra (Thomas,
1989).

Tanto a EPA como a FDA preferem o rato como espécie roedora, embora sejam
exigidas 3 espécies animais, para liberagdo de medicamentos, sendo que uma delas deve ser
ndo roedora. O rato de laboratério (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) ¢ de facil
manuten¢do e observagdo, ¢ possivel usar um grande nimero de individuos, tem ciclo vital
curto, alta prolificidade, padronizagao genética e do ambiente de laboratério (COBEA, 1996).

O tamanho médio das ninhadas é variavel, mas mantendo uma média de 10 a 12
filhotes (Amann, 1982).

O peso médio dos filhotes esta relacionado com o numero de filhotes por ninhada
(COBEA, 1996).

A gestacdo da rata pode durar de 20 a 23 dias, sendo mais comum 21 dias (COBEA,
1996). Segundo Bernardi (1999), na rata a gestagdo ¢ dividida em:

a) Implantagdo: 5° ao 6° dias;
b) Organogénese: do 6° ao 15° dia;
c) Desenvolvimento fetal: do 15° dia ao 21°.

O periodo de organogénese ¢ marcado por uma seqiiéncia de acontecimentos, que vao
desde a proliferacdo, diferenciacdo e migragdo celular até a organogénese propriamente dita,

ou seja, a formagao de o6rgaos rudimentares. Os medicamentos administrados nessa fase da
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gestagdo podem levar a teratogénese ou até mesmo causar embrioletalidade (Spinosa et al.,
1999).

E importante lembrar que cada sistema em formagdo tem seu proprio periodo critico,
ou suscetivel, e quanto maior for esse periodo, mais suscetivel esse sistema serd. Por isso, nos
testes de teratogénese sdo sempre estudadas as possiveis anomalias 6sseas dos animais, pois o
periodo de organogénese do esqueleto ¢ bastante longo (Spinosa et al., 1999).

O grau de lesdo depende da correlacdo dose-resposta e do periodo de exposi¢do, ou
seja, se foi no periodo critico, e quanto tempo foi. O perfil toxicocinético também pode ser
determinante no tamanho da lesdo (Spinosa et al., 1999).

O tamanho da ninhada ¢ afetado pelo nimero de odcitos disponiveis para fertilizagao,
taxa de implantacdo e a propor¢do de embrides implantados que sobrevivem até o parto. O
tamanho da ninhada deve incluir o nimero de fetos vivos e mortos (EPA, 1998).

A interagdo materno-fetal ¢ muito importante, influenciando diretamente esses indices,
pois os fetos estdo expostos de uma forma conjunta com a mae, as substancias nocivas. E a
interacdo materno-fetal pode ser influenciada, por exemplo, pelo tipo de placentagao (Spinosa
etal., 1999).

As fungdes basicas da placenta sdo: transporte de alimentos, metabolizacdo de
substancias endogenas e biotransformacao de substincias exdgenas, atividade enddcrina,
manutencdo da gestagdo, isolamento do feto/embrido do organismo materno para evitar
rejei¢do, e protegdo. Como barreira entenda-se que ela tem as propriedades de uma barreira
lipidica normal e, portanto, substdncias apolares atravessam facilmente e as polares nao.
Também possui sistemas de transporte ativo e difusdo facilitada similares aos de outras
barreiras celulares, o que possibilita que os medicamentos que atuam por esses mecanismos
também penetrem a placenta. A funcdo metabdlica da placenta ¢ consideravelmente menor do
que a hepatica, ndo tendo grande importancia na detoxificacdo de medicamentos (Spinosa et
al., 1999).

A placenta da rata ¢ do tipo hemoendotelial (ou hemocorial), esse tipo também ¢
encontrado em primatas e outros roedores, nela o sangue materno entra em intimo contato
com o sangue fetal, sendo mais freqiiente a passagem de medicamentos da mae para o feto por
esse tipo de placenta (Spinosa et al., 1999).

Geralmente ela ¢ impermeavel a firmacos com peso molecular de 1000 Daltons (Da)
ou mais. Muitos farmacos tém peso molecular de 500 Da ou menos. Portanto, o tamanho
molecular raramente ¢ um fator que impede a droga de atravessar a placenta e ir até o

embrido/feto. A permeabilidade da placenta a um farmaco ¢ afetada pelas suas caracteristicas,
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incluindo grossura/espessura, area de superficie, sistemas carregadores e concentragao
lipidica-proteica das membranas (Thomas, 1989).

As caracteristicas inerentes da droga, tais como seu grau de ionizagdo, solubilidade
lipidica, habilidade de ligar-se a proteinas e peso molecular também afetam seu transporte
através da placenta (Thomas, 1989). Em relacdo a polaridade das substancias, as lipossoluveis
e apolares atravessam mais facilmente a placenta (Bernardi, 1999). No geral, as particulas
menores tém maior solubilidade, aumentando a absor¢dao e a toxicidade de forma dircta
(Anderson & Coninng, 1993).

A via de administragdo deve ser de preferéncia a mesma usada para a forma
farmacéutica que se estd usando. A substancia deve ser diluida em veiculo geralmente aquoso
(WHO, 1993).

Quanto as doses, segundo o protocolo EPA (1998), no minimo 3 doses € um grupo
controle devem ser usados. Os niveis das doses devem ser espacados para que se possa

produzir uma graduacao dos efeitos toxicos. A ndo ser que esteja limitada pela natureza

fisica/quimica ou propriedade bioldgica da dose teste, a maior dosagem deve ser aquela com
objetivo de induzir alguma toxicidade materna, mas ndo morte ou sofrimento severo. No caso

de mortalidade maternal, ndo deve ser maior que 10%. As dosagens intermedidrias devem

produzir minimos efeitos toxicos observaveis. A menor dosagem nao deve produzir qualquer

evidéncia de toxicidade materna ou no desenvolvimento (ou seja, o nivel no-observed-
adverse-effects ou NOAEL). O intervalo entre as doses ndo deve ser maior do que 2 ou 4, mas
se for necessario usar um intervalo com um fator maior que 10 entre as dosagens, ¢ preferivel
adicionar mais um quarto grupo teste (EPA, 1998).

Segundo Larini (1997), 3 diferentes doses sdo administradas aos animais. A menor
dose ¢ estabelecida como sendo aquela considerada de exposicdo ao homem ou de uso
terapéutico no caso de medicamentos. A maior dose ¢ estabelecida em fungdo da toxicidade
do composto para as fémeas. A terceira dose € a intermediaria entre as citadas.

Segundo Neubert et al. (1996), devem ser formados quatro grupos, trés deles devem
receber a substancia de interesse e o outro deve constituir o grupo controle.

Os fetos devem ser avaliados no dia do sacrificio das mies, ao serem retirados do
utero. Primeiramente em vivos e mortos (através da presenca de movimentos apos
estimulacdo), depois sua coloragdo geral e auséncia de maceracdo. Um relato da posi¢ao
intrauterina dos fetos machos e fémeas, mortos e vivos, e dos sitios de reabsor¢ao devem ser
feitos. Os corpos luteos nos ovarios também devem ser contados. Os fetos sdo enxugados e

pesados, entdo sdo examinados para anormalidades externamente visiveis. Apds esse passo
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sao numerados conforme a posi¢ao no utero (do corno direito para o esquerdo) e fixados. Um
terco dos fetos deve ser fixado em alcool 95% para subseqiiente clareamento e exame do
esqueleto (Neubert ef al., 1996).

No segmento II, para Larini (1997), ao final da gestagdo as fémeas sdo sacrificadas, e
os fetos sdo retirados por histerectomia. Os registros do protocolo compreendem o sexo € o
peso dos fetos, o peso da placenta, os pontos de reabsor¢ao, a contagem de corpos luteos ¢ a
ocorréncia de mortalidade precoce ou tardia de embrides e fetos. Todos os fetos sdo
examinados através de estereomicroscopio para identificacdo de anomalias externas. As
alteracdes Osseas sdo identificadas pela analise do esqueleto dos filhotes, por diafanizacdo e
coloragdo com alizarina ou por radiografias.

E evidente que um numero de testes estdo disponiveis para avaliar o grau de alteragdo
no sistema reprodutivo induzido por produtos farmacéuticos, substancias quimicas e aditivos
alimentares. Alguns desses testes utilizam muitos animais e seguem por mais de uma geracao,
enquanto outros utilizam outros sistemas que podem ser feitos, como modelos de nivel

molecular para determinar o mecanismo da ac¢ao toxicologica (Thomas, 1989).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram usados ratos albinos Wistar, 30 machos e 80 fémeas no total. Os animais
estavam com idade de 120 dias no inicio do experimento. Todos eram provenientes do Centro
de Cria¢dao e Experimenta¢do de Animais de Laboratério da UFRGS (CREAL). Os animais
foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde (ICBS), em condigdes constantes de umidade, temperatura (21°C +
2) e ciclo de luz de 12 horas de claro e escuro (luz 9:00-21:00), recebendo dieta padronizada
(Nuvilab CR 1, da Nuvital, Colombo/PR) e dgua ad libitum durante o experimento. Todos os

animais foram adaptados a essas condic¢des, durante 14 dias antes de iniciar o experimento.

4.2 Farmaco

Foi utilizado 0 medicamento Artroglycan®, na sua apresentagio oral, em comprimidos,
produzido pelo Laboratorio Syntex S.A. (Argentina), adquirido do distribuidor no Brasil,
Tecnopec Consultoria Comercial e Representacao Ltda.

Cada comprimido contém:

Sulfato de condroitina: 200 mg

Excipiente q.s.p.: 930 mg

Partida: 0107

Fabricagao: 05/01

Validade: 2 anos apo6s a data de fabricagdo

Licenciado pelo Ministério da Agricultura sob n° 6391 em 29/05/98.
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4.3 Procedimentos de acasalamento

Os machos foram alojados individualmente em caixas plasticas (40x33x16,5 cm), com
cama de maravalha. As fémeas foram alojadas em grupos de 6 em caixas plasticas
(40x33x16,5 cm) com cama de maravalha. Nos dias de acasalamento, nas tltimas 2 horas de
escuro, foram introduzidas a cada caixa de macho, trés fémeas virgens, que permaneceram
por um periodo de 2 h por dia (7:00-9:00). Apos esse periodo, procedeu-se a separagdo das
fémeas e foi realizado o procedimento de lavado vaginal para determinar a presenga ou nao de
espermatozoéides no lavado vaginal. O dia “um” de gestacdo foi considerado 24 horas apds a
constatacdo da lavado vaginal positivo (presenga de espermatozoides). O lavado foi realizado
com auxilio de pipeta, ponteira, 4gua destilada, lamina de vidro e microscdopio (aumento de 40
vezes).

O procedimento de acasalamento foi repetido até que se obteve o numero de 13 a 14
fémeas prenhes para cada grupo. As fémeas prenhes foram colocadas individualmente em
caixas plasticas, com maravalha, medindo (29,5x18,8x15 cm). A racdo e a agua foram
pesados e renovados todos os dias (para controle do consumo didrio de ragdo e agua, até o dia
da histerectomia), esse procedimento era realizado pela manha, ap6s pesagem das fémeas e

tratamento.

4.4 Tratamento

O farmaco foi triturado e diluido em agua destilada, com auxilio de ultra-som, de
forma que as diferentes concentragdes pudessem ser administradas em volume de 10 ml/kg.

As fémeas foram tratadas do 6” ao 15° dia de gestacdo, por gavagem com auxilio de
sonda oro-géstrica. Os animais do grupo I receberam dosagem de 200 mg.kg" (diluigdo de
200 mg de sulfato de condroitina em 10 ml de &gua destilada), os animais do grupo II
receberam dosagem de 400 mg.kg™” (dilui¢do de 400 mg de sulfato de condroitina em 10 ml
de 4gua destilada) e os animais do grupo III dosagem de 600 mg.kg" (dilui¢io de 600 mg do
sulfato de condroitina em 10 ml de agua destilada). O grupo controle recebeu dgua destilada
em volume idéntico aos demais grupos e mesma via.

O tratamento foi realizado sempre na parte da manha.
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4.5 Variaveis avaliadas nas fémeas durante a gestacio

Todas as fémeas foram avaliadas quanto ao consumo diario de racdo e agua,
desenvolvimento ponderal (ganho de massa corporal), mortalidade e sinais de toxicidade

(alteragdo dos parametros fisioldgicos).

4.6 Avaliacao dos fetos e orgiaos das féemeas

No 21° dia de gestacio, as fémeas foram mortas por decapitagio. Apos procedimento
de histerectomia, o utero gravidico foi pesado com o seu contetido, os ovarios e ovidutos
foram pesados separadamente. O niimero de corpos luteos foi anotado. Depois de aberto o
utero, foram contados os implantes uterinos, as reabsor¢des (se existente), os fetos mortos e
vivos. Todos os fetos foram secados, pesados, marcados e sexados individualmente, conforme
sua ordem no utero (da direita para esquerda), nesse momento foram observados se havia
presenca de malformagdes macroscopicas e sua vitalidade. Os fetos foram fixados (por
ninhada) em solucao de formalina 10% tamponada.

Os fetos foram analisados tanto para malformacdes macroscopicas, quanto para
anormalidades do esqueleto, apos serem processados pela técnica da coloragcdo com alizarina

como descrito por Taylor e Van Dike (1985).

4.7 Método de coloracao

4.7.1 Coloragao de alizarina

A técnica de coloragdo usada nesse experimento foi a coloragdo com solugdo de
vermelho alizarina, de acordo com o protocolo de Taylor & Van Dike modificado (Taylor;
Van Dike, 1985). Essa técnica permite corar os ossos em vermelho, deixando a musculatura
translticida. Esse método foi desenvolvido para ser aplicado a todas as espécies de

vertebrados. Entretanto existem limitagdes, porque o tecido de embrides e adultos difere
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marcantemente. A técnica produz resultados melhores quando aplicada em amostras pequenas

e jovens. Certas membranas, pele e tecido conetivo fibroso formam barreiras ao redor de

algumas estruturas dsseas e cartilaginosas em adultos ou vertebrados de sangue quente, o que

dificulta a coloragdo. J4 em recém-nascidos essas estruturas sdo facilmente coradas. O

excesso de acidez na fixagdo pode desmineralizar os tecidos, algumas vezes niao corando as

estruturas oOsseas com o vermelho alizarina. Possivelmente a fixacdo de amostras em

formaldeido ¢ melhor em pH neutro, como 6,5 e 7,2. A descri¢do da técnica modificada estd a

seguir.

O vermelho de alizarina liga-se a estruturas de calcio em pH médio, alcalino (Gavaia

etal., 1999).

Técnica de coloragdo com vermelho de alizarina:

1-

Fixacdo dos fetos em solug¢do de formalina 10% tamponada (minimo de 7 dias) em

recipiente de vidro. Agitagdes eventuais no primeiro dia.

Para desidratagdo, descarta-se a solucao de formalina. Coloca-se as ninhadas em
cuba de vidro, com divisao individual de inox vazada, fechada com tampa de vidro
transparente ou recipientes de plastico com divisorias individuais e com tampa de
plastico. Colocam-se as solucdes de 50 e 70 % de alcool, e depois a solucao de
alcool absoluto. As diferentes concentracdes de solugdes devem ser preparadas
com alcool absoluto e dgua destilada. Os fetos ficam em cada solucdo por 24-48

horas ou mais dependendo do tamanho da amostra.

Abertura da cavidade abdominal dos fetos, proximo a cartilagem xiféide, com
auxilio de uma lamina de bisturi, através dessa abertura sdo removidas as visceras
das cavidades toracica e abdominal. E retirada uma pequena camada de tecido
adiposo, localizada sobre a regido dorsal das vértebras cervicais. Os fetos sao

colocados mais 1 a 2 dias no alcool absoluto, para melhor desidratagdo.

Os fetos sdo colocados em solucdo de hidroxido de potéssio 1,5% (1000 ml de
agua destilada, 15 g de KOH), ou solug¢ao tamponada (300 ml de solucao saturada
de Boérax, 700 ml de agua destilada), para neutralizar o pH 4cido. Os fetos sdo

deixados por 1 a 2 dias e a solucdo € renovada apds o primeiro dia.
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Colocam-se os fetos em solugdo digestiva (ou solugao clarificadora) até o musculo
ficar transparente. Solucdo digestiva: solucdo tamponada (7 partes de 4agua
destilada, 3 partes de solugdo saturada de Boérax) adicionada de tripsina (1 g por
litro). A temperatura da solugio foi elevada até 37°C aproximadamente, utilizando-
se uma estufa, no minimo uma vez ao dia. A soluc¢do foi trocada por uma nova
sempre que apresentou turbidez, o que levava de 2 a 5 dias. Os fetos permanecem
nessa solucdo, até que somente um décimo a um quarto do tecido muscular
continue reconhecivel, o que permite a visualizagdo da calota craniana e das

demais estruturas 6sseas do corpo.

Os fetos sdo transferidos para uma solugdo aquosa de hidréxido de potassio 1,5%
ja com adicao de uma pitada de alizarina (a alizarina deve ser colocada, até que a
solucdo fique com uma coloragdao roxa com minima transparéncia). Nessa solucao
os fetos permanecem por 24 horas, ou até que os ossos estejam adequadamente
corados. Quando os musculos ficam muito corados, o passo 5 deve ser repetido,

para clarear a musculatura deixando somente os ossos corados.

Para armazenagem dos fetos corados, ¢ realizada a série de glicerina, em que os
fetos permanecem 2 dias em cada concentracdo. A glicerina ¢ diluida com solugdo
aquosa de hidroxido de potéassio 1% (1000 ml adgua destilada, 1 g de KOH), nas
seguintes concentragdes:

a) 40% de glicerina (400 ml de glicerina e 600 ml de solucao de KOH 1%)

b) 70% de glicerina (700 ml de glicerina e 300 ml de solugcdo de KOH 1%)

c) 100% de glicerina.

Ap0s esses passos, os fetos foram avaliados.

4.8 Diagnostico das alteracdes 0sseas

Para avaliar a estrutura esquelética dos fetos, utilizou-se uma lupa com aumento de 0,7

a4 vezes.
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A avaliagdo dos fetos diafanizados, como sdo chamados os fetos processados pela
técnica de coloragdo com vermelho alizarina, foi realizada seguindo-se o Atlas de Anomalias
Externas e Esqueléticas em Ratos, produzido pelo Instituto de Farmacologia e Toxicologia
Clinica da Freie Universitdt Berlin (Chahoud & Faqi, 1997). A classificacdo das anomalias
segue o Segundo Workshop de Terminologia em Toxicologia Desenvolvemental ocorrido em
Berlin em agosto de 1998 (Chahoud ef al.,1999) e o Terceiro Workshop de Terminologia em
Toxicologia Desenvolvemental ocorrido em setembro de 2000 em Berlin (Solecki, 2001).

Os fetos foram armazenados novamente, apds avaliacdo, em frascos com glicerina

100%.

4.9 Taxas avaliadas

e Taxa de teratogenia

Calculada através do quociente entre o numero total dos filhotes com malformagoes e

o numero total de filhotes multiplicado por cem.

N° de filhotes com malformacdes X 100
N° total de filhotes

e Taxa de perdas pos-implantacio

Calculada através do numero de sitios de implantacdo menos o nimero de fetos

nascidos, dividido pelo numero total de sitios de implantag¢ao, multiplicado por cem.

N° de sitios de implantacdo — N° de fetos aos 21 dias de gestacdo X 100

N° de sitios de implantag¢ao

4.10 Variaveis avaliadas

/7

¢ Fémeas:
— Massa corporal diaria (g), durante a gestagao;

— Consumo diario de racao (g) durante a gestagao;
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— Consumo diario de dgua (ml) durante a gestagao;

— Peso relativo dos orgaos (%), ao final da gestacdo (figado, rins, bago,
coragdo, ovarios, ovidutos ¢ utero);

— Sinais de aborto;

— Numero de implantes uterinos;

— Numero de corpos luteos;

— Sinais de toxicidade sistémica como perda de peso progressiva e
redugdo da ingestao de agua e ragao;

— Taxa de perda pos-implantagao.

<> Filhotes:
— Alteragdes macroscopicas externas em todos os filhotes;
— Numero de filhotes por ninhada;
— Numero de machos e de fémeas;
— Numero de filhotes vivos;
— Numero de filhotes mortos;
— Peso individual dos filhotes;
— Percentual e tipo de alteragdes Osseas nos fetos corados;

— Taxa de teratogenia;

4.11 Analise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA). As diferengas foram consideradas significativas, com confianca de 95% (p<0,05).

As varidveis quantitativas referentes a influéncia das diferentes doses do SC, sobre o
desenvolvimento ponderal dos animais de cada grupo, consumo de agua e de ra¢do, massa
relativa dos 6rgdos das fémeas, e ainda, as variaveis reprodutivas referentes as fémeas foram
comparadas através da analise de varidncia (ANOVA).

As varidveis qualitativas referentes ao percentual de malformacdes dos fetos foram
calculadas através do teste do Qui-quadrado.

O programa utilizado para efetuar essas analises foi o EXCEL (Lapponi, 2000).
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5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a gestacio

A Figura 1 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%) durante os 21
dias de gestacdo, calculado a partir da mensura¢do didria da massa corporal (g) das ratas
tratadas, por via oral, com o SC em 3 diferentes dosagens e o grupo controle tratado com agua
destilada 10 ml/kg. Verifica-se que todos os grupos apresentaram um desenvolvimento
ponderal e um ganho relativo de massa corporal semelhante durante esse periodo sem
diferenca estatisticamente significante. Analise de variancia p = 0,968. O ganho relativo

médio dos grupos foi de 41,1%.

Grafico de Desenvolvimento Ponderal
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FIGURA 1.Desenvolvimento ponderal das ratas (1° dia = 100%) durante os 21 dias de
gestagdo. As ratas foram tratadas com SC, do 6° ao 15° dia da gestagdo, nas
dosagens 200 mg/kg (n=13), 400 mg/kg (n=14), 600 mg/kg (n=14) e um grupo
controle (n=14) tratado com agua destilada (10 ml/kg). Os valores representam a
média dos animais por grupo (Porto Alegre/RS, 06/03).
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5.2 Consumo de racio das ratas durante a gestagio

A Figura 2 mostra o consumo de racdo em relagdo a massa corporal (%), avaliado
durante os 21 dias de gestagdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo diario de ragdo (g),
relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas com SC e as ratas do grupo controle,
por via oral. Verifica-se que tanto as ratas tratadas com o SC, quanto as ratas do grupo
controle, apresentaram um consumo relativo de racao (%) semelhante, apesar das variagdes

caracteristicas da fase gestacional. Analise de variancia p = 0,895.

Grafico do Consumo de Ragao
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FIGURA 2. Consumo percentual de ragdo (%) em relagdo a massa corporal durante os 21 dias
de gestagdo. As ratas foram tratadas com SC, do 6° ao 15° dia da gestacdo, nas
dosagens 200 mg/kg (n=13), 400 mg/kg (n=14), 600 mg/kg (n=14) e um grupo
controle (n=14) tratado com agua destilada (10 ml/kg). Os valores apresentam a média
dos animais por grupo (Porto Alegre/RS, 06/03).

5.3 Consumo de agua das ratas durante a gestacio

A Figura 3 mostra o consumo de agua em relagdo a massa corporal (%), avaliado
durante os 21 dias de gestagdo. O célculo foi efetuado a partir do consumo didrio de agua

(ml), relacionado a massa corporal diria (g), de ratas dos grupos SC e controle, tratadas por
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via oral. Verifica-se que tanto as ratas tratadas com SC, quanto as ratas do grupo controle,
apresentaram um consumo relativo de dgua (%) semelhante, apesar das variagdes existentes

na gestagcdo. Analise de variancia p = 0,310.

Gréfico do Consumo de Agua
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FIGURA 3.Consumo percentual de 4gua (%) em relacdo a massa corporal durante os 21 dias
de gestacdo. As ratas foram tratadas com SC, do 6° ao 15° dia da gestacdo, nas
dosagens 200 mg/kg (n=13), 400 mg/kg (n=14), 600 mg/kg (n=14) e um grupo
controle (n=14) tratado com agua destilada (10 ml/kg). Os valores representam a
média dos animais por grupo (Porto Alegre/RS, 06/03).

5.4 Massa relativa dos érgaos das fémeas ao final da gestagio

A Tabela 1 apresenta a massa relativa dos o6rgdos das fémeas tratadas com SC nas
doses 200, 400, 600 mg/kg e grupo controle que recebeu dgua destilada (10 ml/kg), durante a
gestacdo (fase de embriogénese). Observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05) entre os grupos, com relacdo a massa relativa dos orgdos sexuais,
coragdo, baco, figado e rins. A analise de variancia calculada foi: coragdo p = 0,707; figado p
= 0,160; bago p = 0,055; rim direito p = 0,407; rim esquerdo p = 0,789; ovario direito p =
0,072; ovario esquerdo p = 0,761; utero p = 0,152.
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TABELA 1. Massa relativa dos 6rgdos (%) das fémeas tratadas com SC. As ratas foram
tratadas do 6° ao 15° dia da gestagdo, nas dosagens 200 mg/kg (n=13), 400 mg/kg (n=14), 600
mg/kg (n=14) e um grupo controle (n=14) tratado com agua destilada (10 ml/kg). Sao

apresentados os valores médios e + epm (Porto Alegre/RS, 06/03).

Orgdos Controle 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg
(N=14) (N=13) (N=14) (N=14)

Coragao 0,33%0,009 0,34+0,01 0,350,005 0,34+0,01
Bago 0,21£0,008 0,22+0,01 0,2740,02 0,2540,01
Figado 4,35+0,06 4,54+0,13 4,64+0,11 4,3440,11
Rim Direito 0,30£0,009 0,33£0,02 0,30+0,007 0,29£0,003
Rim Esquerdo 0,30£0,009 0,30£0,01 0,30+0,009 0,2940,004
Ovério Direito 0,017+0,001  0,017£0,001 0,019+0,001 0,022+0,001
Ovério Esquerdo 0,017+0,001  0,018+0,001 0,016+0,001 0,017£0,001
Utero 1,32+0,06 1,32+0,10 1,50+0,06 1,48+0,05

5.5 Variaveis reprodutivas das ratas

A Tabela 2 apresenta as variaveis reprodutivas referentes as ratas tratadas por via oral
com SC nas doses de 200, 400 e 600 mg/kg e grupo controle que recebeu agua destilada (10
ml/kg). Verifica-se que ndo houve diferenga significativamente estatistica (p < 0,05) entre os
grupos com relagdo as variaveis avaliadas. A analise de variancia para massa do utero gravido
teve p = 0,093; a média da massa do tutero foi de 3,696. Andlise de varidncia para nimero de
fetos por ninhada, p = 0,430; a média do ntimero de fetos por ninhada foi de 10,44. Analise de
variancia da massa corporal dos fetos teve p = 0,586 ¢ a média foi de 4,789. Analise de
variancia das alteragdes macroscopicas externas dos fetos teve p = 0,928 e média de 1,75. A
taxa de perdas pds-implantacdo nao teve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05)

nos grupos tratados e controle. Analise de variancia p = 0,514.
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TABELA 2. Varidveis reprodutivas das ratas tratadas com SC. As ratas foram tratadas com
SC, do 6° ao 15° dia da gestacdo, nas dosagens 200 mg/kg (n=13), 400 mg/kg (n=14), 600
mg/kg (n=14) e um grupo controle (n=14) tratado com agua destilada (10 ml/kg). Sao
apresentados os valores médios das observacdes indicadas (tepm) e as taxas de perdas pos-
implantacdo (Porto Alegre/RS, 06/03).

Indices Reprodutivos Controle 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg
N° de fetos (maes) 147(14) 132(13) 154(14) 150(14)
Massa do utero gravido (g) 3,597+0,14 3,396+0,24 3,857+0,11 3,933+0,11
Numero de fetos/ninhada 10,5+0,54 10,15+0,89 11+0,36 10,71+0,42
Massa corporal dos fetos (g) 4,818+0,09 4,675+0,12 4,770+0,09 4,892+0,13
Taxa de perdas pds-implantacao (%) 6,96 4,63 4,34 3,22

5.6 Taxa de teratogenia

Na Tabela 3 sdo apresentadas as taxas de alteracdes Osseas encontradas nos fetos
examinados em cada grupo. Os grupos receberam respectivamente 200, 400 e 600 mg/kg de
SC, comparados ao grupo controle que recebeu agua destilada (10 ml/kg). As alteragdes
Osseas estdo discriminadas por regido anatdmica e tipo de alteracdo, e ha um total de
malformagdes. Verifica-se que o numero de alteragdes oOsseas, encontradas nos fetos nao

diferem estatisticamente entre os grupos avaliados (Teste Qui-quadrado: p< 0,05).
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TABELA 3. Ocorréncia de alteragcdes 0sseas nos fetos de fémeas tratadas por via oral com
SC. As ratas foram tratadas com SC, do 6° ao 15° dia da gestacdo, nas dosagens 200 mg/kg
(n=13), 400 mg/kg (n=14), 600 mg/kg (n=14) e um grupo controle (n=14) tratado com agua
destilada (10 ml/kg). Valores expressos em percentual.

Variacdes Controle 200 400 600
mg/kg mgkg mgkg

Fetos com malformacdes (%) 12,76 25,45 19,44 11,84
Membros posteriores pobremente ossificados 4,25 9,09 Zero 6,57
Interparietais com ossificacao incompleta 1,06 1,81 5,55 Zero
Interparietais bipartidos Zero 3,63 Zero Zero
Parietais com ossificagdo incompleta Zero Zero 2,77 Zero
Supraoccipitais com ossificagdo incompleta 1,06 Zero 2,77 Zero
Supraoccipitais bipartidos 1,06 Zero Zero 1,31
Frontais com ossificagdo incompleta Zero Zero 1,38 Zero
Esterno com ossificacdo incompleta 6,38 7,27 ZET0 5,26
Vértebra com ossificacdo incompleta Zero Zero 2,77 Zero
Malformagdes

Interparietais com centro de ossificagdo adicional 1,06 Zero 1,38 Z€ero
Supraoccipitais de forma irregular 7,44 5,45 2,77 1,31
Supraoccipitais com centro de ossificagdo adicional 1,06 Zero 1,38 Zero
Fontanela aumentada 1,06 3,63 Zero ZEero
Palato fendido Z€ero ZEero 1,38 Z€ero
Basioide com fissura 1,06 Z€ero Z€ero Z€ero
Esterno de forma irregular 2,12 5,45 5,55 2,63
Esterno com duplo centro de ossificacao 2,12 Zero 1,38 Zero
Costela rudimentar (14° par) 9,57 Z€ero 6,94 5,26
Vértebra com duplo centro de ossificacao Zero 5,45 1,38 Zero
Costelas onduladas Z€ero 1,81 1,38 Zero
Agenesia de costelas 1,06 5,45 1,38 ZEero
Vértebra com centro de ossificacdo adicional Zero ZET0 1,38 1,31
Exoccipital de forma irregular Zero Zero 1,38 Zero
Vértebra de forma irregular Zero Zero Zero 1,31

Costelas com centro de ossifica¢ao adicional Zero Zero Zero 1,31
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FIGURA 4 — Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estao corados de purpura, a massa muscular estd translicida. A seta indica
uma 14* costela rudimentar. O feto pertence ao grupo 400 mg/kg (Porto Alegre/RS, 06/03).

FIGURA 5 — Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor ¢ Van Dyke
(1985). Os ossos estdo corados, a massa muscular esta translucida. Pode-se notar que os 0ssos
do esterno estdo pouco ossificados, e verifica-se o duplo centro de ossificagdo em duas
porg¢des indicadas pelas setas. O feto pertence ao grupo 400 mg/kg (Porto Alegre/RS, 06/03).
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FIGURA 6 — Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estdo corados, a massa muscular estd translucida. A seta indica a
malformagdo denominada palato fendido. O feto pertence ao grupo 400 mg/kg (Porto
Alegre/RS, 06/03).

FIGURA 7 — Feto processado pela técnica de coloragdo de alizarina de Taylor ¢ Van Dyke
(1985). Os ossos estao corados, a massa muscular esta translicida. A seta indica o duplo
centro de ossificacdo em uma das vértebras toracicas. O feto pertence ao grupo 400 mg/kg
(Porto Alegre/RS, 06/03).
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FIGURA 8 — Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estdao corados, a massa muscular estéd transliicida. As setas indicam o 14° par
de costelas rudimentares. O feto pertence ao grupo 400 mg/kg (Porto Alegre/RS, 06/03).

FIGURA 9 — Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor ¢ Van Dyke
(1985). Os ossos estdo corados, a massa muscular estd translicida. A seta indica uma
ossificacdo adicional na base inferior do supraoccipital. O feto pertence ao grupo controle
(Porto Alegre/RS, 06/03).
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FIGURA 10 — Feto processado pela técnica de coloragdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estdo de purpura, a massa muscular estd translucida. A seta indica a
ossificacdo adicional na base superior esquerda do supraoccipital. O feto pertence ao grupo
controle (Porto Alegre/RS, 06/03).

FIGURA 11 - Feto processado pela técnica de coloracdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estdo corados, a massa muscular esta translicida. A seta indica o duplo

centro de ossificacdo em um dos ossos do esterno. O feto pertence ao grupo controle (Porto
Alegre/RS, 06/03).
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FIGURA 12— Feto processado pela técnica de coloragdo de alizarina de Taylor e Van Dyke
(1985). Os ossos estdo corados, a massa muscular esta translicida. E possivel notar a pobre
coloracdo dos ossos do esterno, embora o esqueleto geral esteja bem corado. O feto pertence
ao grupo controle (Porto Alegre/RS, 06/03).

FIGURA 13 - Feto corado pela técnica de alizarina de Taylor e Van Dyke (1985). Os ossos
estao corados de purpura, a massa muscular esta translucida. Esse feto foi escolhido por estar

dentro dos padrdes de normalidade na avaliagdo da estrutura esquelética, pertence ao grupo
controle (Porto Alegre/RS, 06/03).
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem afirmar que o SC administrado a
ratas Wistar no periodo de embriogénese, que vai do 6° ao 15° dia da gestagdo, nas doses de
200, 400 e 600 mg/kg, por via oral, ndo originou aumento do niimero de alteracdes 0sseas nos
fetos avaliados apds a coloracdo de alizarina. Também nao houve influéncia sobre as
variaveis reprodutivas, consumo de dgua e rag¢do e desenvolvimento ponderal das ratas.

As ratas submetidas ao SC nas dosagens determinadas nesse trabalho, nao
apresentaram sinais de toxicidade.

Para Camus (1972), tecnicamente a DLsy ndo foi definida para o SC. Testes de
toxicidade com doses de 1 a 2 g/kg (VO ou IV em camundongos), 159 mg/kg (IM em
camundongo) e 1,5 g/kg em ratos ndo constataram conseqiiéncias toxicas.

Mas no RTECS (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances - Registro de
Efeitos Toxicos de Substancias Quimicas), o SC tem algumas informagdes sobre toxicidade
avaliadas. A DLs, esta estabelecida em 2.340 mg/kg IV em camundongos (Rinsho, 1960). A
menor dose toxica IV publicada é de 1.680 mg/kg/14 dias, em ratos. Nessa dose podem ser
observadas alteragdes no peso do figado, perda de peso ou redugdo do ganho de peso (Rinsho,
1960). A menor dose toxica VO publicada ¢ de 445 mg/kg/26 semanas. Nessa dose observou-
se reducdo da quantidade de alimento ingerido, perda de peso ou diminui¢do do ganho de
peso (Rinsho, 1960).

Em pesquisa realizada pela internet em julho de 2003, de acordo com a ANVISA,
véarios medicamentos contendo SC, como Ostiflex®, Osteo Flex® e Osteo Plus®, tiveram seus
pedidos de registro indeferidos por estarem em desacordo com a legislagdo vigente no pais.
Mas outros ja tiveram parecer favoravel pela Camara Técnica de Medicamentos — CATEME,
como Artrolive® e Condroflex®. Nada consta sobre a toxicidade desses produtos.

No presente trabalho, o peso dos 6rgdos assim como as demais variaveis nao tiveram
alteracdo estatisticamente significativa. Nao ha nenhuma referéncia bibliografica que indique

hepatotoxicidade do SC, e somente os testes de toxicidade realizados por Rinsho (1960) com
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ratos e camundongos indicaram diminui¢ao de peso do figado em altas doses administradas
(1.680 mg/kg/14 dias, IV, em ratos e 2.340 mg/kg, IV, em camundongos).

No presente trabalho, a diferenca entre o nimero de alteragdes Osseas nos fetos entre
os grupos, ndo foi estatisticamente significante. Esse fato pode ser devido a nao
teratogenicidade da substancia, ou a resultado falso-negativo (auséncia de efeito no
experimento quando na verdade o medicamento possui potencial teratogénico).

Em um estudo de Camus (1972), ndo foram observadas malformag¢des nos fetos ou
filhotes de ratas e coelhas alimentadas com 0,1 a 1 g/kg de SC.

Para Pipitone (1991), baseado em ensaios clinicos, o SC ndo produz efeitos toxicos ou
teratogénicos em humanos.

Em pesquisa com ratos, realizada por Halstead & Roe (1981), o grau de sulfata¢dao dos
GAGs do esqueleto fetal, afetou sua calcificagao.

Apesar dos resultados desse trabalho indicarem que ndo houve mudanga entre os
grupos tratados e o controle, nas variaveis avaliadas, devemos ter o cuidado de descartar a
possibilidade de falso-negativo.

Os resultados falso-negativo ou falso-positivo podem ser obtidos pelo uso da espécie
animal errada. Algumas espécies sdo mais suscetiveis que outras para certos medicamentos
(Neubert et al., 1996).

Os resultados falso-negativos também podem ser originados pela falta de preparo
técnico no momento de preparar a coloracdo dos fetos, e também na avaliagdo das
anormalidades esqueléticas. A avaliagdo das alteragdes encontradas nos fetos segue uma
terminologia padronizada. Nesse trabalho as alteragdes esqueléticas foram avaliadas conforme
o Atlas de Alteracdes Esqueléticas e Externas em Ratos (Chahoud & Faqi, 1997), e também
outras fontes como os artigos publicados ap6s o segundo e terceiro encontros de Terminologia
em Toxicologia Desenvolvemental, ocorridos em 1998 e 2000 respectivamente (Chahoud et
al., 1999; Solecki et al., 2001), e o livro de Métodos em Toxicologia Pré-natal (Neubert et al.,
1996).

Segundo essas bibliografias, duas categorias devem ser adotadas, malformagdo e
variagdo. O problema ¢ que ndo existem protocolos que indiquem o que ¢ malformagdo ou o
que ¢ variacao, existem sugestdes.

Conforme o segundo encontro de Harmonizagdo em Terminologia da Toxicologia
Desenvolvemental, como malformagdo entende-se a mudancga de estrutura permanente, que ¢
semelhante ao efeito adverso a sobrevivéncia ou a saude das espécies sob investigacdo. Como

variacdo entende-se a mudanca que ocorre dentro da populagdo normal sob investigagdo, e
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que nao ¢ semelhante ao efeito adverso a sobrevivéncia ou a satde. Isso inclui um atraso no
crescimento ou morfogénese, que pode seguir um padrdo normal de desenvolvimento
(Chahoud et al., 1999).

De acordo com Solecki (2001), a terminologia usada para descrever anomalias nos
estudos de toxicologia desenvolvemental possui ambigiliidades e inconsisténcias. As
anormalidades que ndo adaptam-se bem a uma de duas categorias (malformacao ou variacao),
podem ter um impacto maior no estabelecimento da toxicidade pré-natal e ainda, entre os
pesquisadores, gerar incertezas e discordancias sobre sua importancia.

O presente trabalho utilizou os termos variacdo e malformacdo para classificar as
anormalidades encontradas nas ninhadas sob investiga¢dao. As defini¢des do terceiro encontro
em Terminologia da Toxicologia Desenvolvemental foram as mais utilizadas para essa
classificagao.

As maiores dificuldades surgem durante o processo de classificagdo das anomalias,
principalmente porque existem anormalidades que ocorrem a uma determinada taxa. Essas
anormalidades precisam ser classificadas como varia¢do quando ocorrem em baixa
quantidade e malformac¢io quando ocorrem a elevada quantidade, como exemplo : fusdes
esternebrais e ventriculos cerebrais. Segundo Solecki (2001), “novas” anormalidades sao
relatadas quando a equipe envolvida na avaliagdo fetal ¢ alterada.

Foi consenso geral do terceiro encontro (Solecki, 2001) que o termo supranumerario
indica uma malforma¢do. O que contraria o proposto por Neubert et al.(1996), em que
costelas supranumerarias em ratos sdo consideradas uma variagdo (considerando formas
vestigiais, podem chegar a 20% nas ninhadas). Nesse trabalho, as costelas supranumerarias
foram consideradas malformacdo, sendo encontrados até 9% de 14° par de costelas, a maior
freqiiéncia no grupo controle. Alguns laboratorios usam critérios mais restritos, de que
costelas extras precisem ter no minimo 1/2 ou 1/3 do tamanho da costela precedente, a
incidéncia nesses fica em torno de 1%. Mas ainda assim as formas vestigiais precisam ser
anotadas (Neubert et al., 1996).

Sobre ossificagdo incompleta no rato, geralmente ela indica atraso independente da
estrutura afetada. Mas isso pode ser perigoso ja que a ossificacdo incompleta de uma tUnica
estrutura, quando o resto do esqueleto ¢ normalmente ossificado, ¢ mais importante do que
uma ossificacdo incompleta acompanhada por baixo peso ou outros sinais de imaturidade no
esqueleto (Solecki, 2001). No quesito membros posteriores com ossificacdo incompleta, os

percentuais variaram de 4 a 9%, sendo o maior valor encontrado no grupo 200 mg/kg.
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A maioria dos especialistas classificou estruturas ndo ossificadas como variacao, se o
mesmo ocorrer em amostras controle de mesma idade. O termo nao ossificado foi considerado
uma forma extrema de ossificagdo incompleta (Solecki, 2001). No presente trabalho, varios
0ssos do cranio em algumas ninhadas estavam nao ossificados, e foram classificados como
ossificacdo incompleta (variagao).

Muitos laboratoristas concordaram que para ratos € camundongos, nao ¢ realmente
possivel contar cada elemento caudal sem a coloragdo da cartilagem (Solecki, 2001). Esse
conceito foi adotado nesse trabalho.

O método da dupla coloragdo relatado por Webb & Byrd (1994), alerta que a
deficiéncia em avaliar as porgdes cartilaginosas do esqueleto pode resultar na insuficiéncia em
identificar alteragdes toxicologicamente importantes na morfologia do esqueleto. Como o
esqueleto da fase final da gestacdo em fetos de roedores ndo € ossificado como um animal
adulto, uma grande por¢ao do esqueleto fetal (isto é, a cartilagem) permanece ndo corada com
vermelho alizarina, tornando a avaliacao dificil. Usando um método para corar cartilagem e
ossos, Kimmel et al. (1982), demonstrou importantes anormalidades do esqueleto
cartilaginoso nos fetos de ratos expostos pré-natalmente a cafeina. Essas anormalidades
esqueléticas ocorreram sempre na menor dose de cafeina testada, enquanto que anormalidades
esqueléticas ndo foram aparentes na mesma dose quando a solucao vermelho alizarina foi
usada sozinha. Para maior seguranca dos resultados obtidos no presente trabalho, seria
importante avaliar também as cartilagens dos fetos apos dupla coloragdo com vermelho
alizarina e azul de alcian.

A razao pela qual o SC ndo tenha gerado aumento no numero de defeitos nos fetos de
ratas tratadas poderia estar ainda, no tipo de placenta. Geralmente a placenta ¢ impermeavel a
drogas com peso molecular de 1000 Da ou mais (Thomas, 1989). A molécula de SC ¢ grande,
com peso molecular entre 25 a 40 kDa (Reyes et al., 2000), o que impediria sua penetragao
pelo simples gradiente de concentracao através da placenta e acesso ao embrido.

Além disso ¢ importante lembrar que ocorrem interferéncias na passagem das
substancias através da placenta. Entre elas, estdo a lipossolubilidade, o grau de ionizagdo e a
ligacdo com as proteinas plasmaticas. As drogas atravessam a placenta principalmente por
difusdo lipidica, mas algumas também passam por difusdo facilitada, transporte ativo ou
pinocitose (Lemonica, 1996).

Em estudos animais, dois critérios precisam ser avaliados. Se os metabdlitos que a
droga forma nos animais sdo os mesmos que forma nos humanos, e se a farmacocinética

expoe os embrides aos mesmos metabodlitos em homens e animais. Na pratica, a exposi¢ao
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embrionica ¢ dificil de determinar, e os niveis no sangue materno sao usados como um
marcador sugestivo. Se esses critérios sdo atendidos, ¢ provavel que a droga segura em
animais de laboratorio prenhes, também seja segura em humanos (Webster & Freeman, 2001).
No caso do SC, ndo foi determinado se ele atinge ou ndo a circulagdo fetal, e se atinge, o faz
em que concentragdo? Mas até o momento, os testes de biodisponibilidade da substancia
apontam que ela ¢ a mesma para humanos e animais (Conte et al., 1995).

Segundo o OPPTS 870.3700 da EPA, de 1998, em qualquer estudo que demonstra
uma auséncia de efeitos toxicos, deve ser considerada uma investigacdo posterior para
estabelecer a absorgao e a biodisponibilidade da substancia teste.

Pesquisa de Conte et al. (1991), determinou que a absorcao intestinal confirmou outras
pesquisas em homens e animais experimentais, ambos com SC e outros GAGs com baixo
grau de sulfatacdo. Esse estudo demonstrou que cerca de 10% da droga oralmente
administrada foi absorvido como componentes de alto peso molecular. Ele também mostrou
que a maior quantidade de SC administrada (cerca de 20%), ¢ absorvida como derivados de
baixo peso molecular. Por fim, a biodisponibilidade absoluta do SC administrado oralmente ¢
de 13,2% no plasma de homens e animais. Ou seja, para o SC, a taxa metabolica do SC
exogeno no homem e em animais experimentais ¢ semelhante.

Isso nao significa que em animais € humanos prenhes, a farmacocinética seja
semelhante, pois ocorrem mudangas fisiolégicas durante a prenhez, alterando a
farmacocinética das drogas: absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecao das drogas e seus
metabolitos. Existem poucos estudos sobre a farmacocinética das drogas na prenhez (Hansen,
2002).

Ainda ¢ importante considerar a permeabilidade da placenta a um farmaco, que pode
ser afetada pelas caracteristicas da placenta, incluindo espessura, area de superficie, sistemas
carreadores e concentracao lipidica-proteica das membranas (Thomas, 1989).

Segundo Webster & Freeman (2001), ¢ geralmente aceito que cerca de 2 - 4 % de
neonatos tenham um defeito ao nascimento. Pouco mais de 1 % dos defeitos ao nascimento
podem ser atribuidos a prescricdo de medicamentos a mae. Dos 99 % restantes, 9 % sao
atribuidos a condigdes maternas, tais como diabetes, infecgoes ou abuso de alcool, 20 — 25 %
tem base genética e cerca de 65 % tem origem desconhecida. Para eles os medicamentos nao
podem ser considerados teratogénicos apenas baseando-se em estudos animais, pois as
dosagens podem ser muito altas, tendo pequena ou nenhuma relevancia para humanos.

Para avaliar uma droga corretamente quanto a sua seguranca na prenhez, precisamos

considerar 3 critérios. Primeiro, a droga foi exposta a estagios criticos apropriados da prenhez.
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Geralmente o estagio mais critico € o primeiro trimestre, por compreender a fase de
embriogénese. Segundo, uma mesma dose foi usada em todos os casos, ou pelo menos a dose
era conhecida. Se cada animal prenhe recebe uma certa dose, a informagao nao seria diluida?
Terceiro, os filhos foram apropriadamente examinados para que todos os defeitos fossem
identificados? Assumindo que todos esses critérios foram alcancados, entdo nds teriamos
maior segurancga para aplicar um teste estatistico sobre os estudos teratologicos e afirmar se a
droga ¢ ou ndo segura (Webster & Freeman, 2001). Nesses aspectos o presente trabalho
preenchia todos os requisitos requeridos, diminuindo a chance de erro.

Um achado comum em estudos animais € um pequeno aumento em uma malformagao
estrutural particular, tal como microftalmia. Na auséncia de evidéncia de uma dose-efeito, o
achado ¢ geralmente rejeitado, principalmente se h4 evidéncia que a malformacao € vista em
taxas varidveis no historico do grupo controle. Entretanto a droga poderd ser categorizada
como mostrando efeitos adversos em estudos animais (Webster & Freeman, 2001). No caso
das malformacdes registradas no presente estudo, o maior percentual encontrou-se no grupo
com a menor dose da substancia, o que desclassifica-a segundo o critério de dose-efeito, de ter
potencial teratogénico. Além disso, esse aumento verificado no grupo com a menor dose ndo
teve efeito estatisticamente significativo em relagao aos demais grupos.

O mais sério achado animal e também raro, € um aumento na incidéncia de um ou
mais defeitos ao nascimento, em duas espécies animais (exemplo: Ribavirina), ¢ evidéncia de
uma dose-efeito (Webster & Freeman, 2001).

Para Lemonica (1996), um conceito valido para todos os testes de teratogenicidade 4 a

dose limite e a dose dependéncia. Geralmente para cada teratdgeno existe uma dose limite

abaixo da qual ndo se manifesta nenhum efeito embriotoxico ou dismorfogénico e a partir da
qual o percentual de individuos malformados aumenta em fun¢do da dose. Nao houve
evidéncia alguma no presente trabalho de que o SC aumentasse o nivel de um tipo de
anormalidade e, portanto, ndo houve avaliagdao da possivel interacdo dose-efeito.

Outro motivo pelo qual ndo se detectou aumento no niimero de alteragdes poderia ser
o tamanho da amostra analisada. Foram analisadas aproximadamente 14 ninhadas. Como o
SC ¢ bem tolerado tanto oral como parenteralmente, seria necessario submeter um numero
maior de animais ao experimento para detectar um leve aumento no nimero de malformacdes.

Segundo o OPPTS 870.3700 da EPA, de 1998, o numero de animais por grupo ¢ 20,
contando animais com sitios de implantacdo a necropsia.

Tipicamente os estudos teratologicos tém somente 20 ninhadas por grupo, e se a

ninhada ¢ considerada a unidade experimental, a forga estatistica para detectar um aumento na
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incidéncia de defeitos ao nascer ¢ particularmente baixa. Mas isso pode ser neutralizado pelo
regime de dosagem, em que os animais sao dosados proximos ao nivel de toxicidade materna,
que resultara em exposicao sistémica muitas vezes maior do que a esperada no humano
(Webster & Freeman, 2001).

Para Lemonica (1996), uma das razdes para que existam respostas diversas na
interacao mae-feto-droga, ¢ que a resposta ao agente teratogeno ¢ amplamente dependente do
genotipo do embrido, e dentro da mesma espécie, pode-se encontrar sensibilidade diferente a
um mesmo teratdogeno. Essa diferenca inter e intra espécie faz com que apesar das inumeras
pesquisas na area, poucas substancias tenham sido reconhecidas até o momento como
teratdgenas para o homem. Outro fato que determina o aparecimento de efeito
embriofetotoxico de uma substidncia quimica € a interagdo entre essa substancia e outros
fatores que incidem sobre o organismo materno tais como estado nutricional, fatores
ambientais, idade materna, estresse, etc.

No presente trabalho, foi utilizada somente uma espécie animal, o rato. E importante
lembrar que os testes de teratogenicidade devem testar duas espécies animais. Ratos sdo
reconhecidamente mais suscetiveis a acetazolamida, acido retindico, metotrexano, 5-
fluorouracil, hidroxuréia e vincristina. Ja macacos Rhesus sdo mais suscetiveis a talidomida (e
também o homem). Ratos mostraram ser pouco suscetiveis a cortisona, talidomida e
azatioprina. Essas diferencas podem estar relacionadas ao metabolismo. Embora existam
excecdes. Um caso interessante ¢ o do metotrexano, que ¢ altamente teratogénico para ratos
(0,3 mg/kg). Em macacos Rhesus ndo foram observados efeitos com 3 mg/kg e doses maiores.
A sua biodisponibilidade poderia explicar essas diferengas na embriofetotoxicidade, mas o
metotrexane tem a mesma distribuicdo e excrecdo tanto para ratos como para macacos
(Neubert et al., 1996). Todas essas informacdes demonstram a importancia do uso de
diferentes espécies animais para testar a toxicidade reprodutiva de qualquer substancia, para
que se evite o resultado falso-negativo pelo uso da espécie animal errada.

Sao necessarios mais trabalhos com SC e seu envolvimento na reprodugdo. Pois pior
do que estudar uma substancia considerada atoxica, ¢ desconhecer a sua toxicidade. Existem
as etapas Segmento I e III, e ainda outra espécie que ndo ratos deve ser testada para que se

possa ter melhor defini¢ao do SC quanto a sua inocuidade na reprodugao.
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7. CONCLUSOES

A administragdo de SC (VO) nas doses de 200, 400 ¢ 600 mg/kg, a ratas
Wistar durante a fase de embriogénese, ndo altera significativamente (p<0,05)

o namero de fetos com anomalias 0sseas.

A administragdo de SC (VO) nas doses de 200, 400 ¢ 600 mg/kg, a ratas
Wistar, durante a gestagdo (fase de embriogénese), ndo altera o

desenvolvimento ponderal e o consumo de 4gua ou racdo das fémeas gestantes.

Os indices reprodutivos ndo sdo modificados significativamente pela

administracdo de SC nas doses administradas.
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