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RESUMO

SALGADO, A.R., Influéncia do azul da Prussia brasileiro e alemao no
desenvolvimento “in vitro” de embrides murinos irradiados com cobalto 60
(Co®®): uma abordagem reprodutiva e genética. 2020. 141 p. Tese (Doutorado
em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN-
CNEN/SP. Séo Paulo.

No mundo moderno é crescente o uso da radiagao, o que aumenta as chances de
acidentes. O azul da Prussia (AzP) é um composto quimico com acgao
medicamentosa empregado em contaminagdes com Talio, Césio e Rubidio. Com
baixa toxicidade, este composto funciona como uma resina de troca ibnica,
reduzindo a concentracao da molécula radioativa que passa a ser excretada mais
eficientemente pela urina e pelas fezes. Sua administracdo em até 10 minutos
ap6s a contaminacdo reduz a sua absorcdo em até 40%. O Laboratorio
Farmacéutico da Marinha do Brasil desenvolveu um azul da Prassia nacional,
possibilitando a ampliagdo da pesquisa e uso em nosso pais de tecnologias
nucleares, uma vez que aumenta significativamente a competéncia na protecéao
com o uso deste tipo de energia. Enquanto o azul da Prussia de origem alema
pdde ser empregado em acidentes como o de Goiania € o de Chernobyl, o
medicamento nacional ainda carece de alguns estudos para uso endégeno com
seguranga. Além disso, tanto o produto alemao quanto o brasileiro foram pouco
investigados do ponto de vista da reproducdo em seus diferentes vieses. A
avaliagcédo da interferéncia do azul da Prassia na reproducao, considerando-se o
desenvolvimento embrionario e a sua capacidade de proteger embrides expostos
a radiagdo é inédita. Também ¢é bastante escassa a literatura que trata da
investigacao deste farmaco quanto aos aspectos reprodutivos, quer seja do ponto
de vista de sua toxicidade para os estagios iniciais do desenvolvimento
embrionario (fase de pré-implantacdo), quer seja nos casos de prenhes, situacao
em que muito pouco se conhece sobre a influéncia do azul da Prussia. O estudo
visou avaliar a influéncia do AzP em diferentes etapas da reprodugcdo em
camundongos, comparando o produto alem&o com o nacional. Os ensaios in vitro,
com embrides indicaram que

0os compostos tém baixa toxicidade. De forma inesperada, o composto,
desenhado para tratar contaminacao interna, demonstrou acdo também contra
radiacdo de fonte externa, protegendo contra raios gama de ®°Co. Embries
tratados com os compostos, irradiados ou ndo e implantados em fémeas
receptoras, indicaram que o AzP n&o afetou a viabilidade dos embrides, néo
impediu a gestagcdo e o parto, ndo interferiu nos parametros zootécnicos tais
como, primeiro parto em semanas e tamanho médio da ninhada tampouco
apresentou efeito teratogénico. Indicando seu possivel uso em gestantes no caso
de um acidente nuclear. Este estudo contribuira para que o produto desenvolvido
com tecnologia brasileira possa ser comparado com o composto em uso em todo



o mundo, posicionando o Brasil como lider na producdo deste composto na
América Latina.

Keywords: azul da Prassia, embrides “in vitro”, implantes intrauterinos, radiacao
ionizante.



ABSTRACT

SALGADO, A.R., Influence of Brazilian and German Prussian blue on '"in
vitro” development of murine embryos irradiated with cobalt 60 (°Co): a
reproductive and genetic approach. 2020. 141 p. Thesis (PhD in Nuclear
Technology) - Energy and Nuclear Research Institute - IPEN-CNEN/SP. Sé&o
Paulo.

In the modern world, the use of radiation is growing, increasing the chances of
accidents. Prussian blue (PB) is a chemical compound with medicinal action used
in contaminations with Thallium, Cesium and Rubidium. With low toxicity, this
compound works as an ion exchange resin, reducing the concentration of the
radionuclid that is excreted more efficiently by urine and feces. Its administration
within 10 minutes after contamination, reduces its absorption by up to 40%. The
Brazilian Navy Pharmaceutical Laboratory has developed a national Prussian
blue, enabling the expansion of research and use of nuclear technologies in our
country, since it significantly increases the competence in protection with the use
of this type of energy. While the Prussian blue of German origin could be used in
accidents such as Goiania and Chernobyl, the national compound still lacks some
studies for safe endogenous use. In addition, both the German and the Brazilian
product were little investigated from the point of view of reproduction in their
different biases. The evaluation of the interference of Prussian blue in
reproduction, considering the embryonic development and its ability to protect
embryos exposed to radiation is unprecedented. There is also very little literature
on the research of this drug with regard to reproductive aspects, either from the
point of view of its toxicity to the early stages of embryonic development (pre-
implantation phase) or in the case of pregnant females, where very little is known
about the influence of Prussian blue. The study aimed to assess the influence of
PB at different stages of reproduction in mice by comparing the German product
with the national product. /n vitro assays with embryos indicated that both
compounds had low toxicity. Unexpectedly, the compound, designed to treat
internal contamination, also displayed effectiveness against external radiation,
protecting embryos against ®°Co gamma rays. Prussian blue treated embryos,
submitted or not to gamma rays, implanted in recipient females, showed that the
compound did not affect the embryos viability, pregnancy and birth and did not
interfere with zootechnical parameters such as time for first delivery and average
litter size. This study will contribute to the product developed with Brazilian
technology being compared with the compound in use all over the world,
positioning Brazil as the leading producer of this compound in Latin America.

Keywords: Prussia blue, in vitro embryos, intrauterine implants, ionizing radiation.
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1. INTRODUCAO

A matriz energética de nosso planeta é finita e estd se esgotando
rapidamente. Neste contexto, o uso da radiacdo como fonte de energia assume
uma importancia vital.

Nao obstante este fato, radiacéo ionizante esta presente em muitos outros
aspectos de nossa vida, tais como tratamentos médicos, exames de imagens nao
invasivos ou mesmo como fonte de energia para cidades e para transporte de
veiculo militar.

Desta forma, a despeito dos inUmeros beneficios que a energia gerada
com a radiacdo proporciona na atualidade, ela também oferece riscos que néo
podem ser negligenciados (PLOKHY, 2018).

Se por um lado esta tecnologia contribui com a qualidade de vida das
pessoas, oferecendo a possibilidade de se realizar diagnésticos por imagens e
implementar tratamentos oncoldgicos, por outro ela mostra a sua pior face nos
acidentes como os observados na Unido Soviética, na Asia e mesmo no Brasil
(TANJI, 2016; VEJA, 2016).

O acidente radioativo de Chernobyl, por exemplo, revelou ao mundo que
apesar dos sistemas de seguranga instalados, o poder de reagdo do homem
frente a um evento como aquele é muito reduzido. Além de alcangar pessoas que
moravam préximo a usina, a poeira radioativa se dissipou e atingiu outras regides
da Europa. Infelizmente, o fato € que em um primeiro momento, € o contato direto
com a radiacdo que sera prejudicial a saude, mas uma vez no ar, a particula
radioativa se dissipara e podera cair sobre produtos que serdo consumidos na
forma de alimentos, ou mesmo na agua (IEA,1997; CHEN et al., 2015; RIFE,
2017).

Da mesma forma, apos o acidente na Central Nuclear de Fukushima em 11
de marco de 2011, quando 3 dos 6 reatores sofreram derretimento, houve uma
grande preocupagcao com a poeira radioativa, o que estimulou o uso do azul da
Prussia e de Zeolita para a descontaminacao da regidao de Fukushima (PARAJULI
et al, 2016). Contudo, infelizmente os danos originados em um acidente como o
de Chernobyl ndo se restringem ao meio ambiente e nem sao rapidamente
resolvidos, podendo ser sentidos em médio e longo prazos e tanto localmente

quanto em regides distantes.
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Atribui-se a poeira radioativa gerada em Chernobyl a grande quantidade de
canceres de tiredide que se observou no norte da Franca nos anos seguintes ao
acidente da Unido Soviética (CHAMPION et al, 2002).

Outro efeito foi observado em pessoas nascidas apds o desastre quando
problemas no DNA foram relatados. Na ocasido cientistas se mostram
especialmente preocupados com os casos de instabilidade por microssatéilites,
quando o DNA tem a sua capacidade de reparo e replicagcdo comprometida. Esta
situacao foi detectada em criangas cujos pais foram expostos a radiacao apds o
desastre (PLOKHY, 2018). Em nosso pais, ndo fossem as questdes técnicas
inerentes ao uso da radiagéo por si s6 arriscadas, também nao se pode descartar
o risco de acidentes como o ocorrido em Goiania em 13 de setembro de 1987,
quando a radiacdo levou a morte imediata quatro pessoas e outras duas
posteriormente.

Neste acidente, ainda que absolutamente evitavel, ele demonstrou que
populacdes vulneraveis podem ser expostas de diferentes maneiras a um produto
radioativo e ressaltou que a possibilidade de se poder contar com substancias
que oferecam alguma protecdo ou uma oportunidade de tratamento, como o azul
da Prussia, € essencial (ARNALDO & MEDEIROS, 1988).

O acidente de Goiania foi classificado na “Escala Internacional de
Acidentes Nucleares” como gravidade cinco, duas apenas abaixo da maxima.

Embora existam situacées em que o contato com a radiagao € inevitavel e
imprevisivel (como nos casos de acidentes), ha outras em que os profissionais
estdo cientes de que entrardo em contato com ela e para estes casos devem ser
adotadas todas as medidas de protecéo possiveis. Diversas medidas podem ser
empregadas tais como escudos de protegcdo e vestimenta especifica, porém,
estas providéncias sdo para evitar que a radiagéo e o produto radioativo alcancem
o individuo. Contudo, caso esta blindagem falhe, o profissional podera ficar
exposto a riscos e ndo ha, até o momento, estudos demonstrando ser ou nao
efetivo um tratamento prévio e profildtico com alguma droga como o azul da
Prussia, a fim de que haja um incremento a protecao do individuo.

O azul da Prussia é um composto empregado em contaminag¢des com télio
e césio. Com baixa toxicidade, este medicamento funciona como uma resina de
troca ibnica e reduz a concentracdo dos ions radioativos de césio e talio que

passam a serem excretados mais eficientemente pelas fezes. Quando
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administrado rapidamente reduz a absorcao da radiacao em até 40%. O produto
comercial atualmente em uso em todo o mundo é comercializado com o nome de
Radiogardase®. O primeiro fabricante deste medicamento foi a Heylchem. Pharm.
Fabrik e atualmente o composto é produzido pela farmacéutica Haupt Pharma
Berlin Gmbh, ambas com sede em Berlin na Alemanha.

Contudo, a despeito desta importancia para vitimas da radiacdo e como um
suporte no tratamento de areas contaminadas por material radioativo, muito
pouco se conhece sobre as consequéncias do AzP na reproducdo, em especial
nas primeiras fases do desenvolvimento embrionario (Radiogardase-Cs, 2015). O
embrido de mamiferos € um organismo sofisticado, complexo e exigente quanto
as condigdes do meio em que ele é colocado para se desenvolver. E, portanto,
um desafio do ponto de vista técnico, pois os meios sao equilibrados e pequenas
alteracbes na sua composicao inviabilizardao o cultivo. Desta forma, somente
condi¢gdes muito bem definidas e estaveis permitirdo aos embrides se dividirem e
alcancarem o estagio de blastocisto. Assim, quando pequenas mudancas
acontecem, elas comprometem definitivamente o embrido, que n&o se
desenvolve, se fragmenta ou degenera (WHITTEN, 1956; 1968).

A Marinha do Brasil, por meio de seu Laboratério Farmacéutico,
desenvolveu um produto nacional, possibilitando ampliar a pesquisa e uso em
nosso pais, de tecnologias nucleares uma vez que aumenta, significativamente, a
competéncia na protecdo ao uso deste tipo de energia. Enquanto o azul da
Prussia de origem alema pode ser empregado em acidentes como o de Goiania e
o de Chernobyl entre outros, o medicamento nacional ainda carece de alguns
estudos para uso enddgeno com seguranga. Além disso, tanto o produto alemao
quanto o nacional foram muito pouco investigados do ponto de vista da
reproducdo em seus diferentes vieses.
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2. O ESTADO DA ARTE

2.1 Radiacoes ionizantes

A radiacdo ionizante se caracteriza por ondas eletromagnéticas com
energia suficiente para promover o desprendimento dos elétrons de atomos e
moléculas. Este processo € conhecido como “ionizacdo” e acaba por alterar a
estrutura original dos compostos irradiados, tornando-os eletricamente carregados
(INCA, 2019).

Existem diversos tipos de radiagao ionizante, sendo as mais conhecidas os
raios x. Os raios x sdo ondas eletromagnéticas de alta energia derivadas de
transicoes eletronicas do atomo que ficou excitado ou ionizado apds a interacao.
Sao largamente utilizados em equipamento médico radiolégico, normalmente para
diagnostico. Neste caso, elétrons das camadas externas fazem transicdes para
ocupar lacunas produzidas pelas radia¢gdes nas camadas internas, préximas do
nucleo, emitindo o excesso de energia sob a forma de raios x (TAUHATA, at al.,
2014; INCA, 2019).

Nao obstante os raios X, outros tipos de radiacbes ionizantes podem ser
produzidas por nucleos de atomos instaveis, tais como a alfa (a), a beta (B) e a
gama (y) (Figura: 1).

A radiagcao alfa é constituida por 02 prétons e 02 néutrons, possui carga
positiva € uma massa e carga elétrica maior que as demais radiacdes. Trata-se
de uma radiagdo muito energética (NAGAI, 2019; INCA, 2019).

A radiacdo gama por outro lado ndo é menos energética; é isenta de carga
e extremamente penetrante. E altamente nociva & salde humana quando
empregada de maneira errada, podendo causar prejuizos as células em especial
ao seu DNA (INCA, 2019).
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Figura1: Poder de penetracdo das radiagoes
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2.2 Compostos radiomodificadores

Os radiomodificadores sao substancias que tem a propriedade de alterar a
sensibilidade a radiacdo. S&o divididos em dois grupos a saber: o0s
radiossensibilizadores e os radioprotetores.

2.2.1 Radiossensibilizadores

Trata-se de moléculas empregadas em conjunto com a radiagcdo, no
tratamento de tumores. S&o conhecidos como compostos radiomodificadores e
radiossensibilizadores e decorrem da descoberta, no principio do século passado,
de que tecidos irradiados na auséncia de Oxigénio (O.) apresentavam uma
resisténcia de 2,5 a 3 vezes maior que tecidos irradiados na presenca deste gas.
Como consequéncia, pesquisadores iniciaram a busca por protocolos que
pudessem ser Uteis no tratamento de tumores e em meados da década de 1950,
foi apresentado o primeiro modelo de hipdxia em tumores (BUMP, 1983).

Sao, portanto, de grande importancia na area médica onde estdo cada vez
mais sendo utilizados para o tratamento de tumores. Devido ao fato de, uma vez
presente no momento da irradiacdo potencializar os efeitos desta, conferem

maiores danos a massa celular tumoral, aumentando as chances de cura.
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Compostos Nitro-heterociclicos, especialmente os nitroimidazéis e os
complexos de rodio (carboxilato de Rh Il como acetato, propionato e butirato),
apresentam boa atividade como radiossensibilizadores (NEGRON, 2005).

No caso dos complexos de rédio, o principal interesse reside no fato de
estudos in vitro com células de hamster, demonstrarem que sua afinidade € maior
pelos complexos celulares que contém enxofre, um elemento importante nos
efeitos da radiagéo.

Contudo, enquanto experimentalmente células de mamiferos sao testadas
in vitro com altas doses de radiagcéo (6 a 36 Gy), do ponto de vista clinico na
radioterapia empregam-se, a cada semana, doses bastante menores (1 a 3 Gy),
razao pela qual torna-se importante o uso de substancias capazes de aumentar a
eficiéncia da radiagdo empregada com fins terapéuticos (BUMP, 1983).

Outro composto descoberto na década de 1970 foi o Misonidazole (MIS).

Esta droga se mostrou muito promissora a principio, pois, testes realizados
com animais tiveram bons resultados, na afinidade pelo tumor. Contudo o
composto original teve graves efeitos colaterais tais como disturbios neurologicos
e toxicidade elevada.

Todavia, em razdo das boas perspectivas do Misonidazole, tais como a sua
excelente ligacao a tumores e a sua boa eletro afinidade, o composto sofreu
modificagdes que diminuiram a sua toxicidade mantendo a mesma
radiossensibilidade (NEGRON, 2005).

Atualmente outros quimiossensibilizadores s&o utilizados, como a
ciclofosfamida, o Melphalan (L-PAM) e o Benzonidazol, todos com agobes efetivas
em diferentes condi¢des de irradiacao.

Um segundo grupo de radiomodificadores sao os radioprotetores.

2.2.2 Radioprotetores

Embora como observado acima, existam compostos que, quando
associados a radiacdo oferecem excelentes resultados no combate a tumores,
muitas vezes o que se deseja € reduzir os efeitos nocivos da radiagao ionizante
no organismo. Nestes casos emprega-se uma segunda classe de substancias

modificadoras da radiagao que sao os radioprotetores.
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Os agentes radioprotetores podem ser sintéticos ou naturais e sdo, via de
regra, administrados antes da irradiacao com a finalidade de reduzir os danos
decorrentes da exposicao (ANDRADE, 2012).

Compostos com acao radioprotetora devem: demonstrar ter uma protecao
significativa contra os efeitos da radiagéo; atuar evitando danos ao maior numero
de 6rgaos e tecidos e nao serem téxicos ou apresentar baixa toxicidade. Também
ndo devem se acumular e produzir danos irreversiveis. Os compostos
radioprotetores devem conferir um longo periodo de protecao, serem estaveis em
um periodo de armazenamento de 2 a 5 anos em condi¢ées normais ou mesmo
adversas e devem poder ser administrados com outras drogas, além de serem
bem tolerados e n&o interferir com o comportamento.

Atualmente exige-se que o composto promova uma reducao do efeito da
radiacdo, por um fator de dois pelo menos, além de apresentar via de
administragao de facil aceitagdo sendo preferencialmente oral (IPEN, 2014).

Compostos radioprotetores assumem maior importancia nos dias de hoje,
em razao de suas aplicacoes militares onde é cada vez maior o risco de
atentados terroristas. Contudo, ndo obstante este uso, surgem ocasides em que 0
contato com a radiacao € inevitavel, como nos casos de limpeza de areas com
acidentes radioativos (OKUNO,2013).

2.2.3 Principais eventos relacionados com a pesquisa dos radioprotetores

Os primeiros experimentos relacionados a um composto radioprotetor,
foram realizados nos anos 1950 empregando cisteina em doses elevadas que
eram administradas a ratos expostos a doses letais de raios x. A protecao
conferida aos animais, comprovada por meio da elevada sobrevivéncia,
demonstrou ser a molécula efetiva na protecao aos animais.

Nas décadas seguintes, entre 1957 e 1973, mais de 4.400 compostos
foram investigados e desenvolvidos, sendo a maioria derivada de aminotidis. Foi
neste periodo que foi descoberta a WR2721 também conhecida como amifostina,
um composto com agao citoprotetora muito utilizado em pacientes com cancer
que sao submetidos a tratamentos. A acao deste farmaco visa proteger os tecidos
sadios durante um tratamento oncoldgico (SOUZA, 2000; SHAW, 1988).
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Outra molécula importante, devido a sua acao radioprotetora para
tratamento clinico, € a enzima SOD ou superdxido dismutase. Esta enzima
acelera o processo de dismutacdo do superdoxido em oxigénio e perdxido de
hidrogénio. A enzima, que tem producao enddgena, nos casos em que ha um
tratamento oncoldgico em curso, precisa ser suplementada com o objetivo de
reduzir a presenca e os efeitos prejudiciais oriundos dos radicais livres.

S&o encontradas duas versdes da superoxido dismutase, a produzida pela
industria farmacéutica (ex. ZIRVIT) e a de origem animal, extraida do figado de
bois e administrada a pacientes que apresentam necrose decorrente da irradiagéo
(FREITAS, 2010).

A radiacao ionizante empregada nos protocolos de tratamento oncolégicos,
provoca a radidlise da agua existente no interior das células e conduz a formagéao
de substancias téxicas como o perdxido de hidrogénio (H2O2) e de radicais livres
como o *OH. A elevada reatividade destas moléculas provoca danos ao DNA e as
células dos organismos (NOUAILHETAS et. al., 2008).

Os radicais livres possuem um ou mais elétrons livres em sua 6rbita
externa. Podem ser atomos, moléculas ou ions e apesar de terem uma meia vida
curta, apresentam grande capacidade reativa, uma vez que captam um elétron de
compostos préximos para se estabilizarem, independentemente de sua natureza,
ou seja, dele ser uma molécula, célula ou um tecido do organismo. Esta elevada
reatividade conduz, via de regra, a uma reacdo em cadeia de lesdo celular
(NAGAI, 2019).

Desta forma, embora exista normalmente uma producdo enddgena de
radicais livres como subproduto do metabolismo celular, a sua concentragdo no
organismo pode aumentar significativamente em razdo de fatores externos entre
0s quais esta a radiacao ionizante. Muitos tipos de canceres se originam a partir
da acdo de radicais livres sobre o DNA, resultando em mutagdes que afetam o
ciclo celular e a conduzem, muitas vezes, a uma malignidade.

O aumento na concentragcdo de O, no ambiente celular amplia a
sensibilidade aos efeitos da radiagdo. Desta forma, compostos radioprotetores
induzem a uma hip6xia ao mesmo tempo em que consomem 0 oxigénio presente
no meio intracelular, dificultando a formacao de espécies reativas que dependem
de oxigénio e a formagdo de perdéxido de hidrogénio. Uma categoria de

substancias que tém estas caracteristicas sdo os aminotidis, que por
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apresentarem este mecanismo de acdo, sdao muito efetivos na reducao da
letalidade induzida pela radiagdo (AZEVEDO, 2004).

Entre os compostos mais utilizados para a radioprotecdo esta o azul da
Prassia, um produto cada vez mais importante nos dias atuais em razdo do

crescente emprego da radiacao ionizante nas mais diversas areas.

2.3 Acidentes radioativos

A partir da descoberta da radiagéo, varias aplicagées tém sido estimuladas, indo
desde o0 seu uso para o tratamento de canceres até para a geracao de energia e para
finalidades militares.

Desta forma, a despeito dos beneficios que se pretende alcancgar, estdo sempre
presentes também, os riscos de acidentes.

A ocorréncia de eventos assim é sempre muito séria, com danos relevantes para
as pessoas e para o meio ambiente.

Os cinco maiores acidentes envolvendo radiagdo foram, Kyshtym Daiichi em
1957 na Unido Soviética; Windscale em 1957 no Reino Unido; Three Mile Island nos
Estados Unidos em 1979; Chernobyl na Unido Soviética em 1986 e Fukushima no
Japéo em 2011.

Destes acontecimentos, os classificados como mais graves na Escala
Internacional de Acidentes Nucleares (INES), foram Chernobyl e Fukushima, ambos
com sete pontos de gravidade. Contudo, em razdo da extensdo dos danos ao meio
ambiente e pela amplitude no espalhamento da poeira radioativa que se formou, 0

acidente de Chernobyl é o mais relevante.

2.3.1 Acidente de Chernobyl - Ucrania

O maior desastre nuclear da histéria ocorreu em Chernobyl, na regido da Ucrania,
em 26 de abril de 1986, quando um reator da usina apresentou problemas técnicos,
liberando uma nuvem radioativa, na atmosfera. O acidente atingiu o nivel sete, 0 mais

grave da Escala Internacional de Acidentes Nucleares (INES).

A liberacao de material radioativo da usina ocorreu por, pelo menos, dez dias.
Os materiais de maior impacto e com mais perigo a exposi¢ao foram o lodo-131,
0 gas xénon e o cesio -137 em um montante de 5% de todo o material radioativo

de Chernobyl, estimado em 192 toneladas (BEZERRA, 2019).
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Apéds a explosao do reator, varios trabalhadores foram enviados ao local, para
combater as chamas. Sem equipamento adequado, muitos morreram na tentativa de
conter a radiacédo. A solugéo foi construir uma estrutura de concreto, aco e chumbo,
para cobrir a area da explosao. Dois trabalhadores da fabrica de Chernobyl morreram
na noite do acidente e outras 28 pessoas morreram em poucas semanas, como
resultado de um envenenamento agudo por radiacao (Maiores Acidentes Nucleares,
2020). A magnitude do acidente foi consideravel, com um volume de particulas
radioativa 400 vezes maior do que o emitido pela bomba atémica de Hiroshima,

langada no Japéo, durante a Segunda Guerra (Maiores Acidentes Nucleares, 2020).

O acidente do reator nuclear de Chernobyl, que resultou em contaminagao
generalizada com radioceésio, levou a estudos sobre o uso de compostos do azul
da Prussia (AzP) como medida preventiva para reduzir o teor de césio-137 e
césio-134 em produtos de origem animal. Uma consideragdo importante no uso
do composto na agricultura foi uma eventual toxicidade, razao pela qual sao
importantes os estudos realizados com animais de laboratorio, animais
domesticados e com humanos, investigando possiveis efeitos téxicos do produto.
Tais estudos mostraram que os compostos a base de azul da Prussia ndo tiveram
efeitos adversos na saude animal e que, além disso, nenhum efeito téxico foi
observado nas pessoas quando o produto foi usado experimentalmente ou
terapeuticamente (FAUSTINO, 2008).

2.3.2 Acidente de Goiania — Brasil

A remocao de uma fonte de césio - 137 de uma instalacao de radioterapia em
Goiania, deu origem a um acidente radiolégico em setembro de 1987, cujas
proporcdes foram agravadas no intervalo de 16 dias. Desde o principio deste
acidente, uma série de eventos resultou na contaminacéo de pessoas e do ambiente
local, que continuaram até o momento de sua notificacdo e da busca por ajuda
(ROSENTHAL et. al, 1990).

Foi o maior acidente radioativo da historia do Brasil e resultou de uma
combinagao de negligéncia com a falta de conhecimento da populac¢éo. O acidente
aconteceu no dia 13 de setembro de 1987, quando, dois catadores encontraram uma
capsula de chumbo contendo cerca de 20 gramas de cloreto de césio-137 (CsCl)

que havia sido removida de um aparelho de radioterapia abandonado do Instituto
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Goiano de Radiologia — IGR. Ap6s desmontarem o aparelho, venderam-no a um
ferro-velno sem ter a nocao de que se tratava de um material altamente radioativo: o
césio — 137. O pé de coloragéo azul, que se encontrava no interior do equipamento,
atraia as pessoas. A capsula guardava 19,26 gramas de cloreto de césio (césio
137) (NASCIMENTO, 2017). Na tarde de 29 de setembro de 1987, um fisico de
Goiania notificou a Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) do grave acidente
radiolégico (IAEA, 1988).

Os técnicos da Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) comegara
entdo os trabalhos de descontaminacao, imediatamente ap6s chegarem a cidade,
porém pouco tempo depois centenas de pessoas apresentaram os sintomas do
contato com o césio e foram colocadas de quarentena no estadio Olimpico, onde
passaram por uma triagem visando identificar o grau da contaminagéo
(NASCIMENTO, 2017).

Dentre as prioridades estabelecidas pela CNEN para organizar as agdes em
Goiania, destacam-se o atendimento as vitimas e populacao, a identificacdo dos focos
de contaminacao e a eliminagdo ou diminuicdo da dispersao de Césio - I37 para o
meio ambiente. Parte importante das ac¢des foi realizada com a administragéo do azul
da Prussia (AzP). Pacientes que necessitaram de tratamento especializado (14
individuos) foram transferidos para o Hospital Naval Marcilio Dias, no Rio de Janeiro,
equipado para receber vitimas de acidentes nucleares, pois integra o plano de
emergéncia da usina nuclear de Angra dos Reis, no Rio de Janeiro (IAEA, 1988).

No acidente, um total de 244 pessoas foram expostas ao radiocésio, sendo
que 104 apresentaram evidéncias de contaminacao interna. A despeito de ser um
evento tragico, este terrivel desastre de radiacdo proporcionou uma oportunidade
de coletar sistematicamente dados sobre a eficacia do azul da Prussia no
tratamento de envenenamento por radiocésio em humanos (THOMPSON, 2012).

O acidente de Goiania foi classificado como nivel cinco, ou seja, dois niveis
abaixo do maximo, sendo, portanto um dos mais importantes apés o acidente na usina

nuclear de Chernobyl, em 1986, na Ucrania.
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2.4 Azul da Prussia

No século XVIIl, em parte devido ao desenvolvimento da quimica em
geral, iniciou-se uma nova etapa na histéria dos pigmentos. Assim, compostos
como o azul da Prussia foram criados em razdo da descoberta de novos
elementos e da sintese laboratorial de novos materiais (CRUZ, 2004).

O azul da Prussia foi o primeiro pigmento quimicamente sintetizado e foi
obtido na Alemanha em 1704 por Diesbach e Dippel. Eles estavam
manufaturando pigmentos vermelhos usando potéssio e outras bases quando, ao
contaminarem acidentalmente a mistura com O6leo animal, obtiveram uma cor
purpura que logo depois passou a ter uma coloragdo azul intensa, ao invés do
vermelho que eles estavam tentando produzir. O pigmento obtido foi o
ferrocianeto férrico que ficou popularmente conhecido como azul da Prussia
devido ao fato dele ter sido muito utilizado na pintura dos uniformes dos militares
Prussianos (Figura: 2), (BERNARDES, 2012).

Por causa do grande sucesso comercial, houve a tentativa de proteger o
segredo de sua producdo, mas ele foi descoberto e em 1724 passou a ser
distribuido, sendo produzido e pesquisado em varios paises europeus (KRAFT,
2008).

Figura 2: Azul da Prussia
Fonte: SALGADO, 2020
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O Ferrocianeto de ferro Fes [Fe (CN) ¢] 3, possui uma férmula empirica
como apresentada na (Figura: 3) e numero de registro do CAS (Chemical
Abstracts Service) 14038-43-8 (RUELA et al, 2016).
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Figura 3: Representation of the 2 D Chemical Structure of Prussian Blue
Fonte: https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/2724251#section=2D-Structure

Em 1963, o médico e farmacologista croata Vladimir Nigrovic apoés
experiéncias bem sucedidas com ratos, descobriu que ao administrar o azul da
Prussia, a excregao de césio do corpo era significativamente melhorada (LONG,
2019; LARIONOVA, 2019).

Posteriormente, em 1969, o médico alemao Horst Heydlauf propbés o uso
do azul da Prassia administrado por via oral como antidoto eficaz contra o
envenenamento por talio (LONG, 2016; LARIONOVA, 2019).

Em razdo da grande afinidade por césio e talio, o azul da Prussia quando
ingerido como parte de um protocolo terapéutico, retera estes componentes,
promovendo a sua excrec¢ao pelo intestino (MUKHERJEE et al, 2020).

Se utilizado em até 10 minutos apds a contaminacao radioativa, reduzira a
absorcao do contaminante em até 40% e, como nao € absorvido e néao é téxico, é
portanto, isento de contra indicagdes (ConFarMarinha, 2008).

Como efeitos secundarios, o mais comum € a obstipagdo podendo em
alguns casos surgir hipocalemia. No caso do paciente estar obstipado (o que
pode acontecer mais em razao da intoxicacao radioativa do que propriamente do
tratamento), o azul da Prussia podera ser dissolvido em uma solu¢do de manitol,

acompanhada de uma dieta rica em fibras (FERNANDES & SANTOS, 2012).
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Embora o azul da Prussia seja um antidoto usado contra o envenenamento
por césio radioativo e talio, é essencial diferencia-lo daquele utilizado como
pigmento azul por artistas. O azul a Prassia medicamentoso foi projetado para fins
medicinais e o artistico, se utilizado como automedicacao podera causar grandes
prejuizos a satide (TECNOLOGO, 2011).

O composto é conhecido pela comunidade cientifica a partir de sua
descoberta ha 300 anos. Desde entdo atrai muita pesquisa na procura por novas
e promissoras areas para uso. Em razdo de sua natureza porosa e das
propriedades eletroquimicas, bioquimicas e magnéticas derivadas de um
complexo de coordenacado de valéncias mistas, o azul da Prussia € um candidato
para varias aplicagées, incluindo catalise, fotbnica, armazenamento de energia,
dispositivos magneto-opticos e corante para estudo histolégico. Além disso, o azul
da Prussia é altamente biocompativel e biodegradavel por natureza, o que
aumenta a sua utilidade em varias aplicagdes biomédicas (MUKHERJEE et al,
2020).

Varios estudos pré-clinicos e clinicos avaliaram o seu uso como um
possivel agente de investigacdo visando aumentar a excrecdo de cations
metdlicos do corpo. Todavia, poucos sdo os dados publicados detalhando a
capacidade de ligagdo do césio ao AzP in vitro sob varias condigdes quimicas e
fisicas (FAUSTINO, 2008).

Com o aumento no numero de canceres, a abordagem terandstica baseada
em nanomedicina e a aplicagdo da nanotecnologia em biologia e medicina,
ganhou recentemente, enorme atengdo na area da saude. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas, o azul da Prussia é um bom candidato para este
uso e desde a década passada grupos demonstraram suas aplicacbes de
teranédsticos de cancer como: entrega de medicamentos, ressonancia magnética,
imagem por contraste CT, terapia fototérmica, entre outros, empregando
nanoparticulas de azul da Prussia. Assim, nano particulas de azul da Prussia
(PBNPs) e seus analogos podem ser Uteis para um potencial terandstico do
cancer em um futuro proximo (PATRA, 2016).

Em Outubro de 2003, o azul do Prassia com nome comercial de
Radiogardase® passou a ser a primeira medida médica aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA), departamento americano de regulacdo de

medicamentos, drogas e alimentos, que o0 considera um antidoto para
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envenenamento radioativo por césio e talio e talio ndo radioativo. Disponibilizado
na forma de pd azul em capsulas de gelatina de 500 mg para uso oral, a
Radiogardase® é fabricada na Alemanha pela HEYL Chemisch — phamazeutische
Fabrik GmbH& Co.KG (Figura: 4) (Food and Drug Administration, 2003).

Radiogardase®

[Prussian blue insobuble capsubs!

W 36 capsules

. ®
Radiogardase
Prussian Blue

 —

Figura 4: Radiogardase® - azul da Prussia Alemao
Fonte: medical.com/radiogardase-prussian-blue-05gram

O azul da Prussia teve uma grande participacdo na medicina em 1986,
quando ocorreu o acidente nuclear em Chernobyl (Russia) e muitas pessoas
foram irradiadas e contaminadas com césio. Um ano mais tarde, quando do
acidente nuclear em Goiania (Brasil) onde muitas pessoas também foram
contaminadas com ceésio, o composto foi novamente muito importante, pois foi um
dos principais medicamentos indicados aos pacientes contaminados, tendo sido
decisivo na redugédo da contaminacao radioativa deles (ARNALDO & MEDEIROS,
1988).

O azul da Prussia € uma droga segura para a maioria da populagéo adulta
e criancas de 02 a 12 anos. No que diz respeito a gravidez, o composto esta
classificado na categoria C “risco fetal desconhecido, por falta de estudos
alargados”. Este fato indica que o composto carece de maiores investigagoes,
uma vez que ndo existe um consenso acerca de uma dose segura. Contudo, em
razao da intoxicacdo com césio ou talio ter graves consequéncias e também pelo
fato do composto ndo ser absorvido, a analise risco-beneficio favorece o seu uso
como antidoto nos casos de acidentes (Radiogardase-Cs, 2015).

Na literatura sado poucas as informagbes disponiveis abordando

carcinogenicidade, imunotoxicologia ou genotoxidade (RUELA et al, 2016).
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Apés o acidente de Goiania, o Laboratério Farmacéutico da Marinha do
Brasil (LFM) desenvolveu uma versao nacional do azul da Prussia para substituir
a Radiogardase®, visando cumprir 0s requisitos necessarios a prontificacdo do
Plano de Emergéncia Nuclear Brasileiro. Entretanto a formulagdo nacional esta
ainda sendo avaliada quanto aos aspectos fisicos, quimicos e biologicos
(REVISTA NAVIGATOR, 2008).

2.4.1 A fabricacdao do azul da Prussia pelo Laboratério Farmacéutico da
Marinha (LFM)

A época do acidente radioativo de Goiania (1987), a Diretoria de Satde da
Marinha, em conjunto com especialistas em Radioprotecdo e em Medicina
Nuclear, apurou que no acidente em Chernobyl as vitimas também haviam sido
irradiadas e contaminadas por césio-137 (ARNALDO & MEDEIRQOS, 1988).

Sugeriu-se entdo, que fosse utilizado o produto denominado
Radiogardase®, o que levou a uma importacao imediata do composto para uso no
tratamento das vitimas brasileiras (ARNALDO & MEDEIROS, 1988).

Ap6s a chegada do produto, farmacéuticos do Hospital Central da Marinha
(HCM) passaram a pesquisa-lo e a consequéncia foi a producao de uma amostra
do medicamento em carater experimental (REVISTA NAVIGATOR, 2008).

Os primeiros ensaios demonstraram que o composto nacional captava
cerca de 90% do césio no teste in vitro, enquanto o aleméao captava em torno de
35%.

Desta forma os farmacéuticos do HCM, em conjunto com os profissionais
do Laboratério Farmacéutico da Marinha LFM, comecaram a fabricacao de
maiores quantidades de azul da Prussia, o que possibilitou a realizagao de outros
ensaios visando a sua aplicagao superficial no corpo de vitimas e na superficie de
materiais contaminados pelo césio. Durante todo este processo o produto foi
testado no laboratério do Instituto de Radioprotegcdo e Dosimetria (IRD) da
Marinha no Rio de Janeiro (Figura: 5) (REVISTA NAVIGATOR, 2008).
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Figura 5: Azul da Prussia Brasileiro (Laboratério Farmacéutico da Marinha)
Fonte: SALGADO, 2020

Estava assim criada a tecnologia nacional de produgédo do azul da Prussia
pela Marinha do Brasil e pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN),
através do IRD (REVISTA NAVIGATOR ESPECIAL, 2008).

2.5 Toxicologia do césio

O césio - 137 descoberto em 1941 é um is6topo radioativo oriundo da
fissdo nuclear de uranio ou de pluténio. A partir de sua desintegragcdo em bario, o
composto passa a emitir radiagbes gama as quais sao extremamente nocivas a
saude. Contudo, seu uso na medicina é cada vez maior em razao dele possibilitar
o tratamento de diversos tipos de canceres.

O césio 137 e 134 sao dois radiois6topos de césio que apresentam risco
potencial para contaminacao interna. O césio134 possui meia vida radioativa de
2,1 anos, decai tanto por emissado do tipo B (beta) quanto do tipo y (gama). O
césio 137 possui meia vida de 30anos, decai por emissdo do tipo B e € o mais
comum subproduto do uranio 235, podendo ser componente ativo de fontes
seladas de radiacdo em clinicas, laboratérios e industrias. Além disso, € um
importante radionucleotideo na terapia oncolégica e esta presente também em
armas nucleares, nas chamadas “bombas sujas” (RUELA et al, 2016).

O césio-137 é perigoso a saude humana por causar infertilidade e cancer
em pequenas doses. Os principais sintomas de contaminagdo sao nausea,

vémito, diarréia e tonturas, sintomas classicos da sindrome aguda de radiacao,
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podendo causar supressdao da medula éssea com risco de infecgdo, lesbes
dérmicas, hemorragia e até mesmo obito (BITELLI, 1982).

Seu comportamento quimico e bioquimico € muito semelhante ao do
potassio. E rapidamente absorvido e desaparece em pouco tempo do plasma,
sendo captado pelas células vermelhas do sangue. O césio € soluvel nos fluidos
do corpo e é distribuido quase que uniformemente através dele, sendo eliminado
pelos rins. Os ions de césio podem causar blogueio nos canais de potassio de
membranas bioldgicas, onde adquire caracteristica bioacumulativa, inutilizando a
funcionalidade da bomba de sédio/potassio.

Uma vez que o césio entra no corpo é uniformemente distribuido pelo
sistema, com as concentracées mais altas encontradas no figado, musculos
esqueléticos e globulos vermelhos. Os sintomas dependem da fonte de contato e
da quantidade de exposicao. A exposicao cutanea pode variar de leve irritagcdo da
pele a lesdes necrosantes (O Césio'®’, 2008).

O césio é bem absorvido por via oral e segue a cinética de primeira ordem
durante a eliminacao, é eliminado principalmente pelos rins, com cerca de 10% de
excrecao fecal. A meia-vida fisiolégica da excrecao de césio em humanos é de
50 a 150 dias. Pesquisadores tentaram correlacionar a idade, altura, peso e sexo
a meia-vida da taxa de eliminacdo individual. Os dados sugerem que O peso
parece ser o melhor preditor da meia-vida de eliminagdo do césio (THOMPSON,
2012).

A contaminagdo por césio-137 pode ser prevenida com a construgdo de
sarcofagos de isolamento do material radioativo, como o realizado para conter a
radiacdo apos o acidente de Chernobyl, e é remediada com lavagem das roupas
dos contaminados com &gua e sabdao. Também se utiliza nos casos de
contaminagao, a administragao por ingestao de azul da Prussia, um quelante que

atua como uma resina de troca i6nica reduzindo os efeitos da radiagéo.

2.6 Toxicologia do talio

O talio € um elemento natural extremamente téxico que tem grande
variedade de aplicagdes. Contudo, a exposicdo a uma dose elevada deste

elemento resulta em graves danos ao cérebro podendo, inclusive, levar a morte.
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Os sais de talio tém sido utilizados como agentes medicinais, como
ingredientes-chave em varios processos de fabricacdo e como um potente
rodenticida. Além disso, as preocupagdes ambientais jA eram consideradas no
principio deste século, pois o télio é também um produto residual da combustao
do carvao e da fabricagao de cimento (KEMNIC & COLEMAN, 2019).

Outros compostos de talio sdo utilizados na fabricacdo de semicondutores,
fotocélulas, vidro éptico entre outros. Contudo, sua forma radioativa (Talio-201) é
amplamente utilizada em doses muito pequenas como medicamento aprovado e
empregado para radio-imagem. A exposi¢cao aguda ao talio radioativo ou néo-
radioativo de alta dose é geralmente caracterizada por sintomas gastrointestinais
graves, seguidos de sintomas neuroldgicos que podem levar a morte. A toxicidade
resultante da exposicdo crénica ao talio é caracterizada por vérias alteracoes
neuroldgicas. O talio-201 também foi mencionado como um componente potencial
de bomba suja (Food and Drug Administration, 2003).

Os sais de talio sdo de rapida absorcao por praticamente todas as vias,
sendo a exposicao gastrointestinal a via mais comum para produzir toxicidade. O
talio entra nas células por um processo unico, governado por sua similaridade de
carga e raio ibnico ao potédssio. Embora o mecanismo exato de toxicidade néo
tenha sido estabelecido, o talio interfere na producdo de energia em etapas
essenciais como da glicédlise, do ciclo de Krebs e da fosforilagcdo oxidativa
(KEMNIC & COLEMAN, 2019).

As principais manifestagdes de toxicidade consistem em uma neuropatia
sensorial e alopecia rapidamente progressiva, ascendente e extremamente
dolorosa. Ao contrario da exposicdo a maioria dos sais metalicos, os sintomas
gastrointestinais da toxicidade do talio sdo relativamente pequenos e a
constipacdo é mais caracteristica do que a diarréia. O talio também atravessa a
placenta livremente e produz anormalidades em animais, além de morte fetal,
toxicidade evidente de anormalidades congénitas em humanos. Os esforgos de
saude publica devem se concentrar em maiores restricbes ao acesso e uso de
sais de talio (HOFFMAN, 2003).

Resultados obtidos em tratamentos de intoxicagdo com o talio indicam que
0 azul da Prussia reduziu a meia-vida biolégica dele de 08 para 03 dias
(BARBIER, 1974; VAN KESTEREN, 1980; DE GROOT, 1985; E VRIJ, 1995).
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O azul da Prassia demonstrou ser mais bem-sucedido e € aprovado pela
administragdo de medicamentos e alimentos dos Estados Unidos (KEMNIC &
COLEMAN, 2019).

2.7 O Cultivo de embrioes

2.7.1 Meios de cultivo e condicoes adequadas para o desenvolvimento
embrionario

Atualmente os meios de cultura podem ser adquiridos comercialmente ou
produzidos em laboratérios de pesquisa. A maioria dos meios adquiridos ja se
encontra pronto para utilizacdo e tem a vantagem de possuirem o controle de
qualidade e a seguranga necessaria para uso em cultivo de embrides.

O embriao é um organismo complexo e o0 sucesso de seu desenvolvimento
in vitro depende das condicdes oferecidas a ele durante o cultivo (AOKI, 2005).
Existem inumeros relatos relacionando os meios e as condi¢cdes de laboratério
como fatores intervenientes ao sucesso, pois 0 assunto € multifacetado, complexo
e em certas situagdes praticas pode sofrer variagoes (SIMOPOULOU, 2018).

Como os embrides de mamiferos sdo muito sensiveis ao ambiente de
cultivo, é importante manter as condi¢des estaveis (ITOI, 2012).

A adicdo de aminoacidos selecionados, glicose, fosfatase, insulina,
oligoelementos e antibidticos sdo alguns dos inUmeros componentes introduzidos
com o objetivo de servir como “protetores” e “promotores”, enriquecendo o
potencial do meio para cultivo (SIMOPOULOQOU, 2018).

Desta forma, apesar da diversidade de meios disponiveis para o cultivo,
alguns componentes, tais como carboidratos, sais minerais, proteinas, vitaminas,
antibiéticos, EDTA, aminoacidos e agua entre outros, sao capazes de interferir no
desenvolvimento embrionario in vitro, pois eles tém a funcéo de fornecer energia;
manter a estabilidade da cultura durante o cultivo e reduzir as chances de sua
contaminagéo.

O piruvato de sodio e lactato de calcio sédo fontes de energia e de carbono,
essenciais no inicio do desenvolvimento embrionario. Também a glicose, em um
segundo momento, participa como fonte energética indispensavel para os
estagios mais avangados. Os sais minerais, como o célcio, serao importantes na

compactacgéao celular, enquanto o sodio atuara no controle da osmolaridade.
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Com relacdo a manutencao da estabilidade, a albumina é a proteina mais
comumente utilizada para absorcao de toxinas e regulacdo da osmolaridade,
enquanto as vitaminas participam como importantes antioxidantes. Para a
protecdo durante o desenvolvimento dos embrides, os antibidticos gentamicina,
penicilina ou estreptomicina poderéo ser utilizados. Além desses componentes, 0
EDTA, caracterizado por ser um agente quelante de metais como calcio e ferro,
atuara na diminuicdo do estresse oxidativo, sendo fundamental nos estagios
iniciais do desenvolvimento. Além disso, os aminodacidos presentes no meio de
cultivo atuardo também na proliferagéo e diferenciagéo celular, principalmente nos
estagios mais avangados do desenvolvimento (COSSIELLO, 2009).

Além destes fatores, também a temperatura e a umidade serdo
indispenséaveis e atuardo “lado a lado” para garantir a estabilidade no cultivo. As
reacbes bioquimicas dependem da temperatura e esta por sua vez, provoca a
evaporagao da agua alterando a concentracdo do meio. Niveis adequados de
umidade evitam que a evaporacao aconteca, reduzindo a perturbacdo da
osmolaridade do meio o0 que, caso contrario, seria catastrofico para o embrido
(SIMOPOULQOU, 2018).

Outro elemento que melhora o sistema de cultivo dos embrides é a fase
gasosa. Em geral acredita-se que os embrides de mamiferos sejam sensiveis a
fase gasosa utilizada e que um suprimento continuo de CO. é essencial para
manter o pH do meio e a boa qualidade dos embrides. Quando os embrides de
camundongos por exemplo, sdo cultivados com uma porcentagem baixa de CO»,,
e o pH do meio fica entre 8,1 a 8,3 os individuos nao conseguirao atingir o estagio
de blastocisto (ITOI, 2012).

Desta forma, é fundamental a atencdo com a temperatura; pH e umidade
além do equilibrio correto dos gases na manutencdo do meio. O controle
cuidadoso desses parametros permite que os embrides de camundongos
sobrevivam e se desenvolvam de maneira similar aos individuos dentro do utero
(UDAN, 2010).

Contudo, infelizmente a cultura in vitro pode levar a alteracdes epigenéticas
no genoma embrionario e também influenciar a expressdo génica de maneira
global, que juntas podem causar em resultados adversos no desenvolvimento
(ROBERTS, 2005).
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O cultivo dos embrides por varios dias antes da transferéncia demonstra
que os individuos que se dividem mais rapidamente e atingem o estagio inicial de
blastocisto, sao provavelmente os mais competentes em termos de
desenvolvimento.

Desta forma, diante da grande variedade de meios existentes, a escolha do
protocolo de cultivo devera considerar o sistema empregado, o qual necessitara
proporcionar as condi¢des adequadas para as primeiras clivagens, e para a
ativagdo do genoma embrionario. O sistema de cultivo permite a manutengao da
fisiologia celular e a regulacdo da expressao génica, fatores indispensaveis ao
controle do desenvolvimento embrionério (ROBERTS, 2005).

Exemplos da importancia no controle das variaveis é o fato do metabolismo
do embrido, assim como a fungdo meiotica e o comportamento dos gametas, ser
afetados pela faixa de temperatura a qual o embrido é exposto (SIMOPOULOU,
2018).

2.7.2 Embriotoxicidade

7

O cultivo de embrides in vitro € uma biotecnologia importante para a
reproducdo e uma ferramenta valiosa para estudos do desenvolvimento
embrionario. E um excelente modelo para averiguacdes de processos toxicos e
interacdes presentes no ambiente in vitro. Os ensaios mais complexos nessa area
utiizam embrides de roedores pés-implantagdo isolados, cultivados in vitro
durante a fase de organogénese.

A toxicidade do desenvolvimento refere-se a efeitos tdxicos adversos ao
embrido ou feto em desenvolvimento.

Produtos quimicos causam toxicidade no desenvolvimento atuando
diretamente nas células do embrido ou feto, causando morte ou dano celular ou
levando ao desenvolvimento anormal de 6rgaos. Também é possivel que alguns
Ovulos fertilizados mutados, se desenvolvam em embrides anormais
(ChemsafetyPRO, 2019).

Os estudos de toxicidade demonstram que diversas substancias podem
representar um risco para o feto em desenvolvimento se mulheres gravidas forem
expostas: nanoparticulas e radiagdo, gases e solventes, fumo, alcool e abuso de

drogas, aditivos alimentares, nutracéuticos e farmacéuticos e metais, entre outros.
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As agéncias reguladoras usam os resultados destes estudos que sao conduzidos
com animais, para ajudar a definir diretrizes de exposicdo humana (RAMESH,
2010).

O teste de embriotoxicidade na cultura de embrides inteiros de ratos ou
camundongos pos-implantacdo destina-se a identificar substéncias com a
capacidade de induzir malformacoées. O estudo se baseia na exposic¢ao in vitro de
embrides durante o periodo em que ocorrem 0s principais eventos da
organogénese (PAMIES et al, 2011).

A modificagdo epigenética do genoma é um processo dinamico e nao esta
restrita @ nenhuma parte especifica do ciclo de vida de um organismo, comecga no
nivel das células germinativas em desenvolvimento no embrido e continua ao
longo da vida.

Marcas epigenéticas especificas podem ser estabelecidas no genoma por
varios fatores como: ambientais, nutricdo materna, durante a gravidez até
cuidados pés-natais e exposicdo a produtos quimicos ambientais. O estudo da
epigenética é importante para muitos ramos da ciéncia, incluindo a biologia,

toxicologia, psicologia e ciéncias sociais (KANEKO, 2017).

2.7.3 Desenvolvimento embrionario inicial

O desenvolvimento embrionario do camundongo demora de 18 a 20 dias
para ser completado, dependendo da linhagem (Figura: 6). Os dois primeiros tipos
de células diferenciadas estdo presentes no blastocisto com 3,5 dias apoés a
fertilizacdo, e a implantacdo ocorrera 01 dia depois (KISPERT & GOSSLER,
2012).
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Figura 6: Visdo geral do desenvolvimento do camundongo (EO o dia do plug). O desenvolvimento
embrionario do camundongo leva aproximadamente 19 dias. As fases pré e pds-implantacao séao
indicadas acima da linha do tempo, eventos e processos criticos sdo indicados abaixo da linha do
tempo

Fonte: The laboratory mouse, 2012: Early Mouse Development (Chapter 2.1)

Em cada ciclo hormonal, que leva cerca de 4-5 dias no camundongo (ciclo
estral), apenas alguns foliculos respondem a um aumento no nivel do horménio
foliculo estimulante (FSH), amadurecem, acumulam liquidos e se movem em
diregéo a periferia do ovario. Pouco antes da ovulagdo aumenta a quantidade do
horménio luteinizante (LH) circulante; aumenta a matura¢do nuclear do ovo e tem
inicio a desintegracao da membrana nuclear (quebra da vesicula germinativa) e a
retomada da meiose.

Apés a ovulacdo, os ovos se encaminham para a ampola em razao dos
movimentos de cilios presentes nas células epiteliais que revestem a abertura do
oviduto (infundibulo). Cada ovo é cercado por sua zona pellucida e por células do
cumullus, que é formada por uma matriz extracelular de proteinas e &cido
hialurénico (BOS-MIKICH, 2008).
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Como em outros mamiferos, o esperma ejaculado nao € capaz de fertilizar
0 6vulo de imediato; ele se tornara competente para fazé-lo no decorrer de sua
permanéncia no trato reprodutivo da fémea (KISPERT & GOSSLER, 2012).

Assim, a fecundacdo se inicia somente apdés a capacitacdo dos
espermatozoides no interior do aparelho reprodutor da fémea. Sem ela, as
alteracoes fisiolégicas sofridas pelos gametas do macho durante a penetracao
nos envoltérios do ovécito, e a fundigdo com a membrana plasmatica do gameta
feminino n&o seria possivel (BOS-MIKICH, 2008).

O espermatozoide penetra na matriz viscosa do acido hialurénico ao redor
das células do cumullus, para associar-se a superficie da zona peldcida. Em
seguida ocorre a sua incorporagao no citoplasma do 6vulo e ativagdo do mesmo.
A zona pelucida é composta de trés proteinas glicosiladas: Zp1, Zp2 e Zp3, o que
confere relativa complexidade ao processo (BLEIL, et al., 1980; CHOI, et al,
2015).

Estudos indicam que a Zp3 atua como receptor primario do
espermatozoide, enquanto a Zp2 desempenha um papel importante na prevencao
da polispermia. O Zp1 reticula o Zp2 / Zp3 para criar a estrutura filamentosa da
zona pelucida (WASSARMAN et al., 2008).

Do lado do espermatozoide, a reacdao do acrossomo libera enzimas
proteoliticas e glicoliticas que permitem ao gameta masculino penetrar a zona
pelucida. Apds a protedlise, o espermatozoide que sofreu a reacdo acrossdmica
se funde imediatamente com a membrana plasméatica do évulo, desencadeando
uma cascata de eventos, que evitam a polispermia e, por fim, levam a formacéao
do zigoto dipldide (KISPERT & GOSSLER, 2012).

Na sequéncia ocorre a transformagédo do nucleo do espermatozoéide e do
ovocito, formando os pronucleos masculino e feminino no interior da célula. A
aproximacdo dos pronucleos, sua fusdo e o pareamento dos cromossomos
condensados na primeira placa metafasica do zigoto, finalizam o processo de
fertilizacdo. Neste momento comeg¢a o evento que culminard com a primeira
clivagem, entendida como a divisdo mitética que ocorre no zigoto produzindo o
embrido de duas células que sera composto de duas células filhas denominadas
blastdmeros (De ALMEIDA, 1999; MOORE, 2003; BOS-MIKICH, 2008).

As divisdes dos blastdmeros nos camundongo, como em outros mamiferos,

sdo lentas. A primeira ocorre cerca de 20 horas apés a fertilizagao (Figura: 7). As
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proximas seguirdo intervalos de aproximadamente 12 horas, ndao sendo
necessariamente sincronicas entre os diferentes blastémeros.

Até o estagio de oito células os blastémeros serdo células esféricas que
sao fixadas frouxamente em seus locais de contato. Ao final do estagio de oito
células, os blastébmeros alteram seu comportamento de adesdo e o embrido,
agora chamado de mérula, passa por uma significativa mudanca morfoldgica.
Nesta mudanca os blastdbmeros se achatam uns aos outros, maximizando o
contato célula-célula, e a estrutura anterior que se assemelhava a uma amora
sera transformada em um agregado compacto de células. Esse fendbmeno de
compactagcao é um pré-requisito para a formagao do blastocisto. Neste estagio do
desenvolvimento a zona pellcida ainda estara presente, e esse agregado podera
ser localizado no oviduto na por¢céo que faz jungao ao utero (BOS-MiKICH, 2008;
KISPERT & GOSSLER, 2012).

Na sequéncia, apdés a formacdo da blastocele no dia 3.5 do
desenvolvimento embrionario, o blastocisto amadurecera por mais 24 horas e
estara pronto para se implantar na parede uterina. Pouco antes do implante, no
dia embrionario 4,5, algumas células da massa celular interna (MCI) se
diferenciardo em um segundo tipo de célula epitelial; o endoderme primitivo (pec).
Este tecido, que surge na superficie livre da MCI voltado para a blastocele, dara
origem as membranas embrionarias, 0 componente endodérmico do saco vitelino
visceral e saco vitelino parietal. As células da MCI restantes, o ectoderme
primitivo (epiblasto), ou seja, a camada de células que constituem a parte superior
do disco embrionario oriundo da fase de blastula tardia ou trofoblasto inicial, darao
origem ao embrido propriamente dito e ao mesoderma extra embrionario. Neste
processo as células trofectodérmicas (TE) dardo origem exclusivamente ao tecido
extra-embrionario: amnion, saco vitelino e alantéide, anexos embrionarios
importantes na manutencgao do feto (KISPERT & GOSSLER, 2012).

Nesta etapa do desenvolvimento embrionario, ha o desaparecimento da
zona pellcida e acontece a implantacao, ou nidagdo. Durante a nidagéo, ocorre
lesdo do epitélio uterino, das glandulas endometriais e dos vasos.

No inicio da gestacdo em camundongos, a placenta é do tipo discoidal e
apds a unido entre a mucosa uterina com as viscosidades coriénicas, passa a ser

do tipo hemocorial, pois o corion fetal esta em contato quase direto com o sangue

48



da mae. Neste caso, apenas trés camadas celulares impedem a mistura do
sangue fetal com o materno (RIOS, 2014).

Nos camundongos, os locais de implantacao sao facilmente visiveis em 01
dia apds a implantagao pelos inchacos deciduos do Utero. As interacbes embrido-
Utero séo controladas por um grande numero de moléculas e vias de sinalizagao
(KISPERT & GOSSLER, 2012).

E0.5 E1.5 E2.5 E35 E4.5
Fertilization Cleavage divisions Compaction Haiching  Implantation

34 cell Morﬂla Compacted  gjastocyst
Zygote 2 cel SBcel  _monla ——

Uterus

Figura 7: Apresentagdo esquematica do desenvolvimento do pré-implante de camundongo; A
fertilizacdo ocorre na parte préxima ao oviduto, os zigotos sofrem clivagem enquanto migram em
direcao ao utero; A compactagao ocorre no estagio de oito células, para a formacao do blastocisto,
3,5 dias, no Utero; Quando o blastocisto eclode, ocorre a implantagdo da massa celular interna
(MCI); ectoderme primitivo (pec); endoderme primitivo (pen); trofectoderma (TE); trofectoderma
polar (pTE); trofectoderma mural (mTE).

Fonte: The laboratory mouse, 2012: Early Mouse Development (Chapter 2.1)

Apés o implante na parede uterina, o desenvolvimento prossegue com a
formacao do cilindro do ovo e o inicio da gastrulacao por volta do dia embrionario
6,5, causando mudancas morfolégicas significativas com a formagcado das trés
camadas germinativas embriondrias e o estabelecimento do plano bésico do
corpo com seus eixos principais. Também seréao iniciadas a formacao dos 6rgaos
por meio das intera¢des dos tecidos. Como resultado sera formado no dia 8.5, um
sistema cardiovascular funcional que sera seguido pelo estabelecimento da
maioria dos 6rgaos primordiais no dia embrionario 11,5. Em seguida ocorre uma

diferenciagdo ainda mais acentuada dos érgdos acompanhada de um crescimento
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do feto até o nascimento no dia embrionario 18.5 (Figuras: 8) (KISPERT &
GOSSLER, 2012).

Figuras 8: Diferentes estagios de desenvolvimento do camundongo
Fonte: https://www.hhmi.org/research/mechanism-and-function-epigenetic-modifications

Fonte: https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Mouse Timeline Detailed
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O trabalho em tela tem por objetivo explorar a influéncia do composto azul
da Prussia em diferentes etapas da reprodugdo em camundongos, comparando o
produto fabricado na Alemanha (Radiogardase®) com o desenvolvido pelo
Laborato6rio Farmacéutico da Marinha Brasileira (LFM-Br).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia do azul da Prussia sobre o desenvolvimento
embriondrio de camundongos in vitro.

e Auvaliar a influéncia da radiagao ionizante sobre o meio de cultivo M16 no
desenvolvimento embrionario in vitro.

e Avaliar a influéncia da radiacao sobre o azul da Prassia impactando no
desenvolvimento embrionario in vitro.

e Avaliar a influéncia da radiagdo ionizante sobre o embrido e o0 seu
desenvolvimento embrionario in vitro.

e Avaliar a protecao de embrides irradiados com diferentes doses na
presenca do azul da Prussia.

e Avaliar a gestacdo empregando fémeas receptoras que receberam
embrides irradiados e ndo irradiados na presenga e na auséncia de azul da
Prussia.

e Avaliar aspectos reprodutivos de col6nias formadas a partir da progénie de
fémeas receptoras que receberam embrides cultivados com o azul da
Prussia e embrides irradiados e nao irradiados na presenca e na auséncia
de azul da Prussia, até a 3° geracao.

e Identificar possiveis danos ao DNA por meio do surgimento de fenétipos
alterados ap6s o nascimento de embrides implantados e das progénies de
seus acasalamentos, por trés geragoes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais utilizados

Foram utilizados 242 camundongos entre machos e fémeas com idade de 10
a 12 semanas, da linhagem hibrida B6C3H-F1, formada pelo acasalamento de
duas linhagens consanguineas, fémeas C57BL/6J e machos C3H/HePAS. As
linhagens hibridas apresentam um maior vigor e uma uniformidade genética e
fenotipica, sendo muito utilizadas em técnicas de reproducao assistida.

A escolha desta linhagem se deu pelo fato dos parentais serem sensiveis a
radiacdo ionizante e com alto indice de prolificidade, possibilitando uma boa
producédo de embrides (VILLAVICENCIO,1988).

Os camundongos foram utilizados em diferentes etapas.

A primeira parte dos experimentos foi in vitro com testes de cultivo dos
embrides e para cumpri-la, foram utilizadas 38 fémeas doadoras e 20 machos
reprodutores.

A segunda parte dos ensaios foi in vivo onde foram realizados implantes dos
embrides. Nesta parte foram utilizadas 54 fémeas doadoras e os mesmos machos
reprodutores da primeira parte, como forma de se atender aos principios éticos e
as recomendagbes da CEUA. Nos implantes foram utilizadas 100 fémeas
receptoras e 30 machos vasectomizados.

Na realizacao das etapas foram utilizados, portanto, um total de 192 fémeas
e 50 machos.

4.2 Manutencao dos animais

Os camundongos eram de padrdao SPF (Specific Pathogen Free) e foram
mantidos em ambiente controlado com barreiras sanitdrias SPF no Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biologica, na area de animais para laboratério,
da Universidade Estadual de Campinas - CEMIB/UNICAMP.

Os grupos experimentais foram mantidos em racks ventiladas da marca
ALESCO (Monte Mor, Brasil), com manuseio e troca da cama de maravalha,

realizados em cabines de troca classe Il A1, uma vez por semana.
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Os animais foram submetidos a fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, recebendo agua e racao ad libitum, ambos autoclavados, sendo a racao
da marca NUVILAB CR-1AUTOCLAVAVEL AE7.

Os experimentos envolvendo animais de laboratério foram aprovados pela
CEUA do IPEN registrada com o numero 178/16, aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/IPEN) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
nucleares (IPEN-CNEN/SP), em reunido de 24/10/2016. Uma parte dos ensaios
foi realizado no Laboratério de Criopreservacao e Reproducdo Assistida do

CEMIB (LabCrio), sendo que neste caso foi emitida a autorizagao da CEUA local.

4.3 Caracteristicas reprodutivas das linhagens utilizadas nos
experimentos (C57BL/6J, C3H/HePAS e B6C3H-F1)

A linhagem consanguinea C57BL/6J é a mais utilizada nas pesquisas e foi a

primeira linhagem a ter seu genoma sequienciado, e embora seja refrataria a
muitos tumores, possui fundo permissivo para a maioria das mutagdes se
expressarem. Os camundongos C57BL/6J sao os mais utilizados na producao de
modelos transgénicos. Eles também sdo suscetiveis a obesidade induzida pela
dieta, diabetes tipo dois e aterosclerose. (CURRER, 2009)
Os camundongos consanguineos da linhagem C3H/HePAS sao de uso geral, em
ampla area de pesquisa, incluindo biologia neurossensorial, cancer, imunologia e
inflamag&o. As fémeas desta linhagem amadurecem sexualmente muito cedo,
por volta dos 25 dias.

O desempenho reprodutivo esta entre as caracteristicas mais afetadas pela
consanguinidade. No caso da linhagem hibrida F1 (ndo consanglinea), como
consequéncia ao “vigor hibrido” nos aspectos reprodutivos, ela ultrapassara as
linhagens consangliineas em todas as categorias listadas na (Tabela 1). Com os
animais ndo consanguineos, a frequéncia de acasalamentos produtivos é préxima
de 100%, a idade do primeiro acasalamento pode ser de cinco semanas e as
ninhadas podem ter até 16 filhotes. Finalmente, as fémeas ndo consanguineas as
vezes podem permanecer férteis até os 18 meses de idade e levar até 10

ninhadas com sucesso ao desmame (informatics.jax.org, 2019; 2020).
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Tabela 1 - Parametros reprodutivos das linhagens

Linhagens Acasalamentos | Primeiro parto | Tamanho da Numero Fecundidade Resposta a
produtivos* em semanas™* ninhada ninhada relativa*** Superovulagao
C57BL/6/J 84% (0,84) 6,8 7,0 4,0 23,5 Alta
C3H/HePAS | 99% (0,99) 5,9 6,4 3.4 23.4 Alta
B6C3H-F1 100% (1) 5,0 12 8 96.0 Alta

*Considerado como acasalamento produtivo, se nascer um filhote
**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
***Quantidade de acasalamentos produtivos x Tamanho da ninhada x nimero de ninhadas

Fonte: informatics.jax.org

4.4 Delineamento experimental

Esta apresentada abaixo uma visdo geral dos grupos experimentais e em
seguida um fluxograma das principais etapas que orientaram o trabalho.

Neste sentido, as informagdes demonstradas nas tabelas 2 e 3 abaixo,
permitirdo o entendimento da organiza¢ao dos grupos utilizados e é também uma
estratégia recomendada para o controle de variaveis (PADOVANI, 2014).

A tabela 2 mostra a quantidade de animais (fémeas e machos) utilizados
no grupo in vitro, com a quantidade de embrides submetidos somente ao cultivo, e
também o grupo in vivo, onde os embrides foram cultivados e posteriormente
implantados em fémeas receptoras pseudoprenhes.

Na tabela 3 é possivel observar a quantidade de fémeas (doadoras e
receptoras) que foram utilizadas em cada grupo experimental; a quantidade de

embrides fornecidos por grupo e a média de embrides coletados por fémea.

Tabela 2 - Quantidade total de animais utilizados nos experimentos e a
quantidade de embrides obtidos

Fémeas Fémeas Machos Machos Embrides
Experimento doadoras receptoras reprodutores | vasectomizados | coletados
de embrides de embrides
In vitro 38 - - 1277
20
In vivo 54 100 30 1855

Fonte: SALGADO, 2020
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Tabela 3 - Numero de fémeas (doadoras e receptoras) e média de embrides
coletados por experimento

Fémeas | Embrides Média de Fémeas
Experimentos Doadoras | Coletados | Embrides/fémea | Receptoras

Embrides + Meio M16 irradiado

Embrides irradiados

Implantes (embrides irradiados 1 Gy)

In Implantes (grupo controle)
Vivo

Implantes (embrides + AzP Brasil + radiacéo)

20 679 33,9 38
Implantes (embrides + AzP Alemao + radiagao)

Implantes (grupo controle)

Fonte: SALGADO, 2020

Conforme pode ser observado pelas tabelas 2 e 3 acima, a proposta do

trabalho € complexa, e envolve varios grupos experimentais e diferentes

protocolos, com testes in vitro e in vivo.
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A real possibilidade de serem detectados fatores de interferéncia néo
previstos, aliada a necessidade de diminuir estes fatores ao mesmo tempo em
que a coleta de dados seria otimizada, levou ao desenvolvimento de um
fluxograma com o esquema geral das etapas.

Assim, um fluxograma geral do delineamento experimental € apresentado a

seguir (Figura: 9).
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Figura 9: Fluxograma geral do delineamento experimental
Fonte: SALGADO, 2020
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4.5 Meios de cultivo e de coleta de embrioes

Os meios utilizados foram adquiridos comercialmente da Sigma®. O meio M2
(M7167) foi utilizado na coleta e na manipulagdo dos embrides e o meio M16
(M7292) no cultivo.

Ambos os meios (M2 e M16) sdo comumente utilzados em técnicas de
reproducao assisitida que envolvam a manipulagao e cultivo in vitro de embrides
em fase de pré-implantacao.

O meio M2 (M7167) é tamponado com HEPES no lugar do bicarbonato,
possibilitando uma estabilidade por periodos prolongados fora da incubadora de
CO.. Este gas atua como agente tamponante ou buffer, mantendo o pH do meio
estavel durante o manuseio (WUTTKE, et al., 1990).

O meio M16 (M7292) é uma solugdo de bicarbonato de Krebs-Ringer
modificada, muito semelhante ao meio Whitten. O meio M16 contém piruvato e
lactato como fontes de energia, uma vez que os embrides da fase de pré-
implantagé&o ndo utilizam glicose com eficiéncia (WHITTEN, 1956; 1968).

Como controle contra contaminantes, ambos os meios foram suplementados
com penicilina-potassio-G 0,06 g/ L e sulfato de estreptomicina 0,05 g/ L.

Antes do uso os meios foram equilibrados em estufa a 5% de CO,, 37°C e
95% de umidade.

Embora possam ser produzidos em laboratério, a opcao por produtos
comerciais se deve ao fato destes meios terem a capacidade de apoiar o
desenvolvimento de embrides de camundongos desde uma célula até blastocistos
expandidos, com um requisito minimo de 80% de desenvolvimento para

blastocisto.

4.6 Coleta dos embrioes

Os embrides de todos os grupos experimentais e seus respectivos controles
foram obtidos de fémeas superovuladas (B6C3H-F1) que foram acasaladas com
machos da mesma linhagem.

Para a superovulacdo empregou-se 05 Ul do horménio Pregnant Mare
Serum Gonadotropin (PMSG) da marca BioVendor (RP1782725000), seguido da
administracdo, 48 horas apés, de 05 Ul do hormbnio Chorionic Gonadotropin
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Human (hCG) (Sigma CG5). Os hormoénios foram diluidos em solu¢ao estéril de
salina tamponada (PBS) para uma concentracao final de 50 Ul/mL e congelados
em aliquotas de 1 mL a -20°C até o momento do uso.

Ambos os hormbdnios foram injetados pela via intraperitoneal (i.p.). O
hormbénio PMSG estimulante dos foliculos foi injetado as 16hs. Apds 48hs da
administracdo do PMSG, realizou-se a inoculagao do hormdnio hCG e logo em
seguida as fémeas foram acasaladas com machos da mesma linhagem hibrida,
(KYVELIDOUA, et al., 2011).

Logo pela manha as fémeas eram inspecionadas para certificar a presenca
do tampado vaginal (plug) indicativo da cdpula, possibilitando indicar o dia
gestacional zero, também considerado como dia 0,5 dpc (dia pds o coito) (Figura:
10) (MONTOLIU, 2011; QIU, 2016).

No dia seguinte ao plug os embrides de 02 células foram coletados da
ampola por meio da lavagem do infundibulo. Na técnica, a fémea doadora é
sacrificada por deslocamento cervical e o0s seus ovidutos sdo removidos
cirurgicamente. O flushing é entao realizado com a introdu¢cdo de uma agulha 26
gauge (G) no infundibulo, seguido de um fluxo de meio que lava o interior do
oviduto removendo os embrides de sua luz como mostrado na (Figura: 11)
(SALGADO & PASSOS, 2009).

Neste trabalho foram coletados 3.132 embriées, na primeira parte dos
experimentos in vitro onde foram realizados os testes de cultivo. Foram coletados
1.277 embrides de 38 fémeas e na segunda parte do experimento in vivo
(implante dos embrides), foram coletados 1.855 embrides de 54 fémeas.

Todos os embrides foram avaliados em estereomicroscopio SMZ800 Nikon.

Figura 10: Tampao vaginal formado apds a copula
Fonte: MONTOLIU, 2011; QIU, 2016.
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Figura 11: Coleta de embrides por flushing (oviduto com agulha na entrada do infundibulo)
Fonte: SALGADO & PASSOS, 2009

4.7 Machos vasectomizados

A produgdo de machos vasectomizados é essencial para a indugédo de
pseudoprenhes em fémeas que séo utilizadas em protocolos de transferéncia de
embrides. Para este trabalho, foram vasectomizados 30 machos que foram
acasalados com as fémeas receptoras nos experimentos in vivo.

A técnica consiste na cauterizagdo dos vasos deferentes apés uma incisao
com aproximadamente 05 a 08 mm, que é realizada acima do pénis € a uma
distdncia de 10 mm. Em seguida a abertura do peritbnio, o vaso deferente é
exposto e cauterizado, promovendo assim uma interrupgao no fluxo normal dos
espermatozéides (SALGADO & PASSOS, 2017).

Para a realizagdo destes procedimentos os machos foram anestesiados
com Cetamina (80-100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), administrados por via i.p.

Foi utilizado um gel oftalmico (Recugel™

), para prevenir o ressecamento da
cérnea durante a cirurgia. Sob anestesia geral, os animais foram colocados sobre
uma placa de aquecimento a 37°C.

No pos-operatério, uma unica dose de 5,0 mg/kg de hidrocloreto de

tramadol (Tramal™

) foi administrado subcutaneamente. Os camundongos foram
mantidos aquecidos a 37°C até a recuperagao completa da anestesia.

Apés a vasectomia os animais ficaram alojados individualmente,
possibilitando sua recuperacao (15 dias), ap6s este periodo os machos foram
acasalados por um periodo equivalente a 04 ou 05 ciclos reprodutivos da fémea,

para confirmar a sua esterilidade, antes de serem colocados em rotina.
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4.8 Preparo das fémeas receptoras pseudoprenhas

A pseudoprenhes foi induzida pelo acasalamento das fémeas receptoras
com 08 a 12 semanas de idade, com machos vasectomizados da linhagem
hibrida (B6C3H-F1).

Na auséncia da copula, o corpo luteo formado a cada ciclo se degradara.
Por outro lado, quando a fémea € acasalada com um macho vasectomizado, o
corpo luteo persiste levando a pseudoprenhes. Neste caso a fémea apresentara
uma producdo continua de progesterona responsavel por manter o
comportamento materno. A fémea entdo desenvolverd glandulas mamarias,
lactara e construird ninhos possibilitado a transferéncia embrionaria (FOX,2007;
Reproductive Healthcare, 2015).

Os machos vasectomizados receberam individualmente as fémeas as 16
horas, e permaneceram acasalados até as 09:30 horas da manh&@ seguinte,
quando foram separados. Em seguida as fémeas foram examinadas para detectar
a presenca do plug (tampao vaginal) e as plug positivos foram separadas para
posterior implante dos embriées. A observacao do plug foi considerado como dia
01 de pseudoprenhes, e as transferéncias dos embrides foram realizadas na
manha do dia 03, ou seja, aproximadamente 48 horas apds a sua deteccao.

As fémeas que nao apresentaram plug foram devolvidas ao estoque para
serem reacasaladas 02 semanas depois. Apdés um acasalamento bem-sucedido,
o macho ficava em descanso de 2-3 dias.

4.9 Implante de embrioes ou transferéncia embrionaria

A transferéncia embrionaria requer um utero receptivo e com as alteragdes
fisioldgicas que serdo importantes na implantacdo dos blastocistos (PARIA et al.,
2002; WANG, 2006).

Para o implante, as fémeas apdés o acasalamento com os machos
vasectomizados e que apresentaram plug vaginal, foram anestesiadas com
Cetamina (80-100 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg) injetados via i.p. Durante a
cirurgia os olhos dos animais foram protegidos com gel oftaimico (Recugel™) para

evitar o ressecamento.
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As cirurgias foram realizadas em ambiente estéril, e as fémeas foram
colocadas sobre uma placa aquecida a 37°C para maior conforto. Uma solucao de
alcool 70% foi utilizada na preparacao pré-operatoéria da pele e uma incisdo com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento foi realizada no dorso da fémea, para
gue o corno uterino fosse exteriorizado.

Na transferéncia, com o auxilio de um estereomicroscépio (Nikon SMZ 800
e uma agulha de 26 Gauge (G), foi feito um pequeno furo na parede do utero, na
porgao superior do corno uterino, por onde os embrides foram introduzidos com o
auxilio de uma pipeta de vidro carregada com eles.

Entre 10 a 15 blastocistos foram diretamente introduzidos no corno uterino
conforme descrito por (NAKAGATA, 2013).

4.10 Azul da Prussia (AzP)

Foram utilizadas duas formulagdes do composto azul da Prussia de uso oral:
a Radiogardase® produzida na Alemanha e a produzida pelo Laboratorio
Farmacéutico da Marinha do Brasil -LFM.
A concentracdao maxima utilizada de 6 mg/mL, teve como base os valores
presentes na bula da Radiogardase® (Radiogardase-Cs, 2015).
As cépsulas de ambos os compostos, foram abertas para a retirada do
conteudo interno (pé insoluvel) que foi misturado em meio de cultivo M16.

4.10.1 Diluicoes do Azul da Prussia (AzP)

O azul da Prussia é insoluvel em agua, portanto as concentragdes utilizadas
foram obtidas com uma adaptagcao no protocolo de diluicdo sequencial. Assim, 06
mg dos compostos Alemio (Radiogardase™) e Brasileiro foram pesados em
tubos de 1,5 mL (marca eppendorf), que receberam 01 mL de meio de cultivo M16
da Sigma (M7292). Em seguida, uma ponteira para micropipeta de 01 mL de
volume teve a sua ponta cortada possibilitando a homogeneizacéao e a distribuicao
da mistura com o composto. Procedeu-se entdo com uma diluicdo sequencial na
razdo de 1:2, sendo produzidos dois grupos de amostras para cada um dos
compostos separadamente: o primeiro com 06; 03 e 1,5 mg/mL e o segundo com
01; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031; 0,015 e 0,007 mg/mL. Essas solugdes se
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constituiram em misturas homogéneas que foram utilizadas na montagem das
placas de cultivo.

4.11 Radiacoes

Nos experimentos com irradiagdo foram utilizadas doses de 1; 1,5; 4 e 500
Gy.

Foram irradiados: o meio de cultivo M16, o azul da Prussia (AzP) Aleméo e
Brasileiro e os embrides.

A irradiacéo foi realizada em fonte de ®°Cobalto (Gammacell, modelo 220,
namero de série142, fabricante Atomic Energy of Canada Limited) no irradiador
do SERD-IPEN-CNEN em Sao Paulo (Figura: 12).

e ooyl

Figura 12: Fonte de *°Cobalto - Gammacell 220 no SERD-IPEN-CNEN

Fonte: Ipen.br

4.12 Experimentos in vitro

Os testes in vitro foram realizados com embrides que foram cultivados na
presenca de ambos os compostos desde o estagio de 02 células e durante 05
dias até chegarem a blastocisto.

Os individuos foram mantidos em estufa de CO. e inspecionados
diariamente com o uso de um estereomicroscépio SMZ800 da Nikon.
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A avaliagdo morfologica foi utilizada como critério para avaliar o
desenvolvimento e para a selecdo dos embribes que seriam utilizados
posteriormente nos ensaios in vivo. Foram considerados de boa qualidade os que
apresentaram: divisdo celular regular, blastdbmeros divididos igualmente, zona

pelucida intacta, presenga de corpusculo polar e auséncia de fragmentacgao.

4.12.1 Influéncia do azul da Prussia (AzP) sobre o desenvolvimento
embrionario in vitro

Para avaliar possiveis efeitos toxicos ao desenvolvimento embrionario, foram
preparadas 11 placas de cultivo para cada um dos compostos de AzP Aleméao e
Brasileiro. As placas eram de 35 mm de didmetro e receberam 200 pL de cada
diluicdo (06; 03 e 1,5 mg/mL e 01; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031; 0,015 e 0,007
mg/mL) e uma placa para o controle que nao recebeu AzP.

Os embrides foram obtidos de fémeas B6C3H-F1 superovuladas como
descrito anteriormente.

No dia seguinte ao plug vaginal, os embrides foram coletados e
selecionados para cultivo na presenca e na auséncia do azul da Prussia.

As placas com o meio foram cobertas com éleo para cultivo de embrides da
marca Sigma M8410 e mantidas em estufa de CO, com 5%, 95% HR e 37°C até o
momento do uso.

O cultivo dos embrides se deu com a técnica de cultivo em microgotas sob
uma camada de 6leo para manter a estabilidade do pH e da osmolaridade
(MARTINEZ, et al., 2017).

O desenvolvimento in vitro, foi acompanhado até o estagio de blastocisto
utilizando-se como critérios de avaliacdo: divisdo regular dos blastémeros, zona
pelucida intacta, presenga de corpusculo polar e auséncia de fragmentagao.

Os embrides foram avaliados em microscopio estereoscopico SMZ800 da
Nikon, desde o inicio do cultivo (02 células) até o quinto dia, quando os embrides
viaveis alcancaram o estagio de blastocisto (Figura: 13).

Como descrito acima, o grupo controle foi constituido de embrides cultivados
em meio M16 sem o azul da Prussia.

Este experimento foi realizado também para a identificacdo da maior dose
do composto que permitia o desenvolvimento dos embrides até blastocisto
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(concentracao inibitéria minima). A identificacdo desta dose foi necessaria para
que fosse possivel a realizagdo dos experimentos in vivo, onde os individuos que
se desenvolveram na presenca dos compostos (brasileiro e alemao) poderiam ser
implantados em fémeas receptoras. Nos experimentos in vivo foram transferidos

cerca de 10 a 15 embrides por fémea pseudoprenha.

Figura 13: Desenvolvimento embrionério
Fonte: https://blogminhafiv.com.br/o-que-acontece-com-0-meu-embriao-ate-hora-da-

transferencia/

4.12.2 Influéncia da radiacao ionizante sobre o meio de cultivo M16 no

desenvolvimento embrionario in vitro

A radiagédo ionizante modifica as caracteristicas do material em que ela
incide. Por esta razdo o meio que seria utilizado no cultivo de embrides poderia
ser alterado impossibilitando o desenvolvimento dos individuos.

Desta forma, um experimento foi conduzido para se avaliar possiveis
prejuizos causados pela radiagdo ao meio M16. Para tanto o meio foi irradiado em
fonte de ®®Cobalto, no irradiador do SETRD-IPEN-CNEN/SP nas doses de 01, 1,5
e 4 Gy a uma taxa de dose de 669 KGy/h. Apds a irradiacdo, o meio foi
equilibrado em estufa de CO, por 1 hora. Em seguida, placas com 35 mm de
diametro receberam 200uL de meio irradiado com cada uma dessas doses. Como
controle foram preparadas placas com meio M16 néo irradiado.
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No teste, embrides no estagio de 02 células recém coletados de fémeas
hibridas foram selecionados e depositados em cada uma das placas de meio
irradiado nas diferentes doses e também nos grupos controle. As placas entao
foram mantidas em estufa com 5% de CO,. 37°C e 95% HR até o momento do
uso.

No cultivo, os embrides do meio que foi irradiado nas diferentes doses e os
individuos do grupo controle foram acompanhados diariamente até o estagio de
blastocisto.

4.12.3 Influéncia da radiacao sobre o azul da Prussia no desenvolvimento

embrionario in vitro

Para se identificar possiveis efeitos da radiagdo sobre os compostos, uma
quantidade correspondente a 1,5 mg de azul da Prussia Alem&o ou Brasileiro foi
irradiada em 1mL de meio de cultivo M16 na dose de 1 Gy a uma taxa de dose de
669 KGy/h.

Apbs a irradiacdo, foram preparadas placas com 200 pL que foram
equilibradas por 01 hora em estufa de CO, antes da deposi¢cao dos embrides. Foi
preparada 01 placa controle com igual volume de meio sem AzP e néo irradiado.

Em seguida, embrides de 02 células foram selecionados e depositados em
cada grupo de placas para serem acompanhados em seu desenvolvimento até
blastocisto.

4.12.4 Influéncia da radiacao sobre o embridao e o seu desenvolvimento

embrionario in vitro

Para se avaliar possiveis efeitos da radiagdo sobre os embrides e também
poder identificar uma dose adequada ao uso para 0s ensaios com 0 azul da
Prussia brasileiro e alemao, foi realizado um experimento de irradiacdo associado
ao cultivo.

Neste experimento, antes da irradiacdo cerca de 25 a 30 embrides de 02
células foram alojados em palhetas para congelamento de embrides de 0,5cc

(straws) (Figura 14) que continham meio M16 sem azul da Prussia.
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Em seguida, os straws com os embrides foram irradiados nas doses de 01;
1,5; 04 e 500 Gy a uma taxa de dose de 739 KGy/h. Apés a irradiacao, os
embrides foram transferidos para placas de 35 mm que continham 200 pL de
meio de cultivo M16 ndo irradiado e sem azul da Prussia e as gotas foram
cobertas com 6leo mineral e mantidas em estufa de CO, a 5%. Como controle,
foram cultivados embrides n&o irradiados em meio M16 normal.

Este experimento possibilitou a escolha da dose de radiagdo para os

experimentos seguintes.

(e Palheta 0,60
e T —
D Wintn o e

Figura 14: Palhetas ou straws (para congelamento de embrides)

Fonte: https://www.pravet.com.br/palheta-025-ml-imv-c 10-unidades

4.12.5 Influéncia da concentracao do azul da Prussia na irradiacao dos

embrioes

Para observar a interferéncia do azul da Prussia na irradiagdo conjunta com
os embrides, foi realizado um experimento no qual os embrides foram irradiados
com ambos os compostos e em seguida recuperados e cultivados.

No experimento, em tubos com 01 mL de meio M16 foram depositados 0,5;
1,5 e 3mg de cada composto. Apdés homogeneizacao retirou-se 350 pL de cada
tubo que foram transferidos para straws de 0,5 cc. Em seguida os embrides foram
depositados nos straws, e foram irradiados nas doses de 01; 1,5; 04 e 500 Gy.

Cada straw recebeu entre 25 a 30 embrides de 02 células. Apéds a irradiacao
os embrides foram cultivados em placas de 35 mm com 200 pL de meio de cultivo

M16 néo irradiado e sem azul da Prussia em estufa a 37°C e 5% de CO..
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4.13 Experimentos in vivo - Implantes embrionarios

Para a avaliacdo dos efeitos dos compostos, da radiacdo e do meio
irradiado sobre a viabilidade dos embrides, foram realizados experimentos in vivo.

Nestes experimentos foram realizados implantes em fémeas
pseudoprenhes de diversos grupos conforme indicado na tabela 4. No momento
do implante os embrides estavam em estagio de blastocisto inicial, por isso foram
realizados pela via intrauterina e as fémeas receptoras estavam com 2,5 dpc (dia
pds coito).

A idade dos individuos ao implante (blastocisto) foi escolhida para que os
embrides implantados tivessem ficado nas seguintes condi¢des: 1) varios dias na
presenca de ambos os compostos; 2) em cultivo no meio M16 irradiados com
diferentes doses e 3) apods terem sido irradiados com diferentes doses na
presenca dos compostos.

Nos experimentos in vivo, as progénies obtidas destes implantes foram
acompanhadas e logo pdés ao desmame foram acasaladas visando identificar
alteragGes fenotipicas.

Também para se observar possiveis danos que pudessem ter ocorrido no
DNA, os acasalamentos continuaram até a terceira geragcao com os descendentes
destas progénies, possibilitando observar alteracées fenotipicas provocadas pelo

AzP (Brasileiro e Alemao) e pela radiacao.
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Tabela 4 - Quantidades de fémeas doadoras e receptoras por grupo de implante

Grupos dos experimentos Fémeas Embriées Média de Fémeas
in vivo Doadoras Coletados Embri6es/fémea Receptoras

Implantes (embrides + AzP Brasil)

Implantes (embrides + AzP Alemé&o)

18 616 34,2 47
Implantes (grupo controle)
Implantes (embrides irradiados 1 Gy) 196 07
Implantes (grupo controle)

16 35
Implantes (embrides irradiados 1,5 Gy)
Implantes (grupo controle) 364 08
Implantes (embrides + AzP Brasil + radiagao)
Implantes (embrides + AzP Alemé&o + radiag&o)

20 679 33,9 38

Implantes (grupo controle)

Fonte: SALGADO, 2020

4.13.1 Implante de embrides irradiados e nao irradiados, na presenca e na

auséncia de azul da Prussia, em fémeas receptoras pseudoprenhes

Embrides dos diferentes grupos experimentais foram implantados em
fémeas receptoras pseudoprenhes da linhagem B6C3H-F1. Os seguintes grupos
foram implantados: (a) embrides cultivados com azul da Prussia Brasileiro e
Alemao, (b) embrides irradiados com azul da Prussia Brasileiro e Alemdo, (c)
embrides irradiados sem azul da Prussia e (d) embrides néo irradiados e sem AzP
utilizados como controle.

No implante cada fémea receptora recebeu de 10 a 15 embrides em mérula
tardia ou blastocisto inicial, que foram implantados por via intrauterina.

Para a realizacdo das transferéncias embrionarias as fémeas foram
anestesiadas com Cetamina (80-100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg).

Os implantes foram realizados como descrito anteriormente.

Ap6s a cirurgia, as fémeas foram acompanhadas no pds-operatério
imediato e em seguida ficaram alojadas individualmente, até a data provavel do

parto (dpp), aproximadamente 17 dias apos o implante.
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4.13.2 Acasalamentos realizados com as progénies originadas dos
implantes de embrides

As fémeas receptoras que receberam embrides dos diversos grupos
tiveram a gestacdo acompanhada e apo6s os partos as progénies também foram
observadas até o desmame.

Os nascimentos foram registrados e a progénie avaliada até a puberdade,
quando foi acasalada. O acasalamento foi realizado apdés uma sele¢cao ao acaso
dos machos e das fémeas que formariam os casais.

A progénie resultante destes casais iniciais formou novos casais e isto se
repetiu até a 3° geracdo. Todos os nascimentos de cada uma das gerag¢des foram
avaliados e os dados registrados em planilhas.

Este protocolo foi utilizado também com as progénies do grupo controle.

4.14 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas na linguagem R (R Core Team, 2014),
utilizando o R-studio (R Studio Team, 2015).
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Experimentos in vitro

5.1.1- Cultivo in vitro dos embridces
S&o apresentados a seguir, 0s resultados dos cinco grupos experimentais
submetidos ao cultivo.

5.1.2 Influéncia do azul da Prussia (AzP) no desenvolvimento embrionario in
vitro
O cultivo in vitro de embrides é uma atividade exigente tanto do ponto de

vista técnico, quanto das condi¢gdes nas quais 0 embrido sera mantido. O embridao
€ um organismo complexo e extremamente rigoroso, tornando o seu sistema
bioguimico um desafio para as condicoes onde ele se desenvolve. Apenas
condi¢gdes muito bem definidas e estaveis permitem a eles se dividirem, alcangar
o estagio de blastocisto e eclodirem (estagio de desenvolvimento prévio a
implantag&o no utero materno). Por esta razdo, a primeira investigacao foi
conduzida para se conhecer os efeitos do composto aleméo e brasileiro sobre o
desenvolvimento embrionario.

No experimento inicial os embrides ficaram expostos a concentragdes
crescentes de azul da Prussia e o desenvolvimento embrionario foi acompanhado
até blastocisto (estagio maximo de desenvolvimento em estufa).

Os resultados obtidos com este grupo estao indicados na tabela 5.
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Tabela 5 - Influéncia do azul da Prussia (AzP) sobre o desenvolvimento

embrionario in vitro

Dose Embries Embriées Controle
AzP AzP BRASILEIRO AzP ALEMAO (0 mg)
Ne Ne Ne Ne

n embrides blastocistos embrides blastocistos

24 24 24 24

| o015 NPT 24 24 24

| o031 [EEY 24 24 24

[ oo0s2 | 24 24 24 24

[ 0125 | 24 24 24 20

[ 025 | 24 24 24 24

| o5 Y 24 24 24

B 24 24 24 24

- 24 24 24

B 24 1 24 23

B - 0 24 14

] N° embrides  N° blastocistos

Controle (0 mg) 24 24

*A dose de 1,5 mg foi escolhida para os testes seguintes
Fonte: SALGADO, 2020

Pela tabela 5 acima, podemos observar que, quando comparado com 0
grupo controle, ambos os compostos ndo interferem no desenvolvimento dos
embrides até a concentracdo de 1,5 mg. Doses maiores, entretanto,
demonstraram haver uma diferenca no comportamento de ambas as formulagdes,
onde no acompanhamento até o estdgio de blastocisto, o composto brasileiro
parece ser menos favoravel ao desenvolvimento que o composto alemao.

Este experimento é do tipo dose resposta, e os resultados indicam que a
variagdo na quantidade de azul da Prussia, ap6s a concentracdo de 1,5 mg,
interfere no desenvolvimento embrionario (Figurai5). Observamos nesta figura,
por meio do modelo de log logistico com a regressao de parametros para os dois
compostos de AzP, que ha uma diferengca entre eles, onde a mudanga
significativa na inclinagdo da curva de regressao, indica que o AzP brasileiro tem
uma agao significativamente maior na reducao de blastocistos que o alemao (3x
maior). A dose letal 50 (LD50) foi de 2,31 mg para o composto brasileiro e de

6,48 mg para o aleméao.
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Figura 15: Curvas dose-resposta comparando o azul da Prussia (AzP) alemao e o brasileiro
Fonte: SALGADO, 2020

Uma vez observado que até a dose de 1,5 mg de AzP Brasileiro e Alemao
havia o desenvolvimento embrionério, foi realizado um experimento com um
namero maior de embrides para cada um dos compostos. Os resultados estao

indicados nas tabelas 6, 7 e 8 abaixo.

Tabela 6 - Embrides cultivados com 1,5 mg do AzP Alem&o e o controle (0 mg)

Dose AzP Quantidade de
Grupos Embribes
(mg) 02 células Blastocistos Mortos
Alemao 1,5 203 183 20
Controle 0 108 104 04

Fonte: SALGADO, 2020

A andlise estatistica do cultivo de embrides na presenca de 1,5 mg do
composto aleméao, revelou um valor de x2=3,7422 com um p=0,5305, nao

significativo na comparagcéo com o grupo controle.
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Tabela 7 - Embrides cultivados com 1,5 mg do AzP Brasileiro e o controle (0 mg)

Dose AzP Quantidade de
Grupos Embrides
(mg) 02 células Blastocistos Mortos
Brasileiro 1,5 205 196 09
Controle 0 100 95 05

Fonte: SALGADO, 2020

No caso do composto brasileiro, observa-se que este também nao
apresentou uma diferencga estatistica significativa quando comparado com o grupo

controle com um valor de x2=0,0571 e um p=0,811202.

Tabela 8 - Comparacao do AzP Alemao e Brasileiro no cultivo de embrides

Dose AzP Quantidade de
Grupos Embrides
(mg) 02 células Blastocistos Mortos
Aleméo 1,5 203 183 20
Brasileiro 1,5 205 196 09

Fonte: SALGADO, 2020

Como pode ser observado na tabela 8 acima, a comparagdo no niumero de
embrides que se desenvolveram na presencga dos compostos Brasileiro e Alemao,
revelou uma diferenga significativa entre eles, com um x2=4,6086 e um

p=0,031811. Este resultado € também apresentado na figura 16.

210 W Mortos

M Blastocistos
200

N° de Embrides 195
180
185
180
175

170

AzP Alemdo AzP Brasileiro

Figura 16: Embrides cultivados na presencga de AzP Alem&o e Brasileiro
Fonte: SALGADO, 2020
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Os embrides sado organismos muito sensiveis e embora tenham uma zona
pelucida relativamente resistente, ela pode sofrer efeitos de particulas que podem
agredi-la.

A comparacdo dos compostos demonstra uma diferenca importante entre
as duas formulagbes. Enquanto o produto alemao se apresenta como um pé de
cristais finos e regulares, e que quando é adicionado ao meio permite uma maior
limpidez, o produto nacional € formado por cristais irregulares em sua superficie e
grande quantidade de pé, quando adicionado ao meio o deixa mais turvo (Figura
17).

Embora néo tenha sido investigado, é possivel que as caracteristicas dos
cristais no produto nacional provoguem traumas na parede dos embrides
alterando a sua estabilidade. Este efeito parece ter se intensificado com a adi¢ao
de maiores quantidades do AzP brasileiro.

Outra interferéncia possivel pode estar relacionada a presenca de
contaminantes na formulacao nacional, uma vez que se observa um aumento na
inibicdo do desenvolvimento a medida que maiores quantidades do produto sédo
adicionadas ao meio de cultivo, como se verifica pelo padrdao de curva sigmdide
apresentado na figura 15. Vemos nesta figura, que pequenas variagées na
quantidade do AzP brasileiro causa grandes prejuizos no desenvolvimento de
embrides de 02 células que chegam a blastocisto.

Os resultados obtidos com o cultivo frente a diferentes quantidades do AzP,
também teve como objetivo determinar uma quantidade que fosse
suficientemente grande para avaliar a influéncia do composto, mas que também
permitisse a obtencao de embrides viaveis para 0s ensaios in vivo.

Desta forma passou-se a se considerar a dose de 1,5 mg para uso nos
demais experimentos, por ser uma dose que nao inibe o desenvolvimento dos
embrides (Figura 18 e 19), possibilitando avaliar os efeitos dos compostos
brasileiro e alemdo em experimentos que envolvem a radiagdo e os aspectos

reprodutivos.
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Figura 17: Azul da Prassia Alemao (em cima) e Brasileiro (em baixo)
Fonte: SALGADO, 2020

Figura 18: Embrides desenvolvidos no AzP Brasileiro (Blastocistos)
Fonte: SALGADO, 2020

Figura 19: Embrides desenvolvidos no AzP Alemao (Blastocistos)
Fonte: SALGADO, 2020
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5.1.3 Influéncia da radiacdo ionizante sobre o meio de cultivo M16 no
desenvolvimento embrionario in vitro

Apbs os experimentos demonstrando que os embrides se desenvolviam na
presenca do azul da Prassia nacional e alemao, realizamos um teste para
identificar se 0 meio de cultivo quando irradiado, influenciaria no desenvolvimento
de embrides nao irradiados.

Para investigar esta hipotese, amostras de meio (M16) foram irradiadas
nas doses de 1; 1,5 e 4 Gy e posteriormente receberam embrides de duas células
nao irradiados, que foram acompanhados em seu desenvolvimento e comparados
com o grupo controle formado por meio nédo irradiado.

Os resultados podem ser observados na tabela 9.

Tabela 9 - Influéncia da radiagéo ionizante sobre o meio de cultivo M16

Dose da Meio Controle
Radiagzo (Gy) Irradiado Meio ndo irradiado (0 Gy)
N° N° Prop. N° N° Prop.
embrides = blastocistos embrides = blastocistos
1 36 29 0,81 34 33 0,97
1,5 20 18 0,90 20 20 1,00
4 16 8 0,50 16 15 0,94

Fonte: SALGADO, 2020

Pela tabela 9, observamos que a irradiagdo nas doses de 1; 1,5 e 4 Gy
conduziu a um desenvolvimento embrionario de 0,81; 090 e 0,50
respectivamente. No grupo controle, para estas doses foi observado um
desenvolvimento de 0,97; 100 e 0,94.

Esses dados demonstram que o aumento da dose reduz o
desenvolvimento embrionario. Este experimento € do tipo dose resposta e a
variacdo das doses alterou a qualidade do meio, interferindo na capacidade dele

permitir o desenvolvimento embrionario (Figura 20).
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Figura 20: Curvas dose-resposta do meio de cultivo M16 influenciando na formagao de

blastocistos
Fonte: SALGADO, 2020

Considerando o desenvolvimento embrionario no meio ndo irradiado
(controle) e no meio irradiado com as diferentes doses, para os resultados obtidos
o modelo de melhor ajuste foi o log logistico de 2 parametros. Comparando os
parametros das regressdes dos irradiados e do controle através de ANOVA,
observa-se uma diferenca significativa na inclinacdo da regressao, indicando que
os embrides em meio irradiado sao afetados significativamente diferente do
controle. A dose letal 50 (LD50) estimada por este modelo para os embrides em
meio irradiado foi de 4,15 Gy.

A andlise estatistica realizada com a dose de 1,5 Gy, comparando o meio
irradiado com o meio nao irradiado (controle), indicou que nesta dose ndo ha
diferenca significativa (x2=2,0 e p>0,05). Paralelamente, na comparagdo com o
meio irradiado com 4 Gy, a diferenca de resposta com o grupo controle foi
significativa com x2=7,57 e um p=0,015.

Esses resultados indicaram que a dose de 1,5 Gy poderia ser utilizada para
0s outros experimentos envolvendo o cultivo dos embrides, uma vez que esta

dose traria menor comprometimento aos individuos possibilitando a sua

observacao.
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5.1.4 Influéncia da radiacdo sobre o azul da Prussia impactando no
desenvolvimento embrionario in vitro

Ap6s observar que o meio irradiado nao impossibilitou por completo o
desenvolvimento dos embrides, realizamos um experimento irradiando o meio na
presenca do composto AzP Brasileiro e Aleméo.

O objetivo foi determinar se 0 AzP quando irradiado sofreria modificacoes
que comprometessem o cultivo e o desenvolvimento embrionario. Assim, o meio
com 1,5 mg do composto brasileiro e alemao foi irradiado na dose de 1Gy e taxa
de dose de 669 KGy/h. Em seguida embrides de duas células nao irradiados
foram cultivados neste meio e o seu desenvolvimento foi comparado com o grupo
controle.

Na tabela 10 podemos observar que no composto produzido no Brasil, 90%
dos embrides se desenvolveram, contra 100% observado no composto Aleméo e

no grupo controle.

Tabela 10 - Influéncia da radiagdo sobre o azul da Prassia

Meio com Controle
AzP Brasileiro
1,5mg e 1 Gy 1,5mg e 1Gy 0 mg AzP e 0 Gy
N° N° Prop N° N° Prop N° N° Prop
embriées | blastocistos embriées | blastocistos embrides | blastocistos
20 18 0,9 20 20 1 18 18 1

Fonte: SALGADO, 2020

O resultado obtido demonstra que a radiagcao do meio de cultivo com 1 Gy,
na presenga de 1,5 mg do azul da Prussia, ndo alterou as suas caracteristicas,
possibilitando o cultivo dos embrides.

A analise estatistica comparando os dois compostos com o grupo controle
nao resultou em diferenga significativa (x2=3,94 e p=0,14). Também nao se
observou diferengca na comparacao entre o composto brasileiro e aleméo entre si,
com um x2=0,53 e p=0,47.

Os resultados mostram que o azul da Prussia quando irradiado, néo

impede o desenvolvimento embrionario.
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Estes resultados sugerem ainda que os compostos atuaram como quelante

na remog¢ao de subprodutos formados na irradiacdo do meio de cultivo.

5.1.5 Influéncia da radiacao sobre o embridao e o seu desenvolvimento
embrionario in vitro

Com o objetivo de observar os efeitos da radiacdo nos embrides, foi
realizado um experimento preliminar onde eles foram irradiados e em seguida
cultivados em meio ndo irradiado e sem azul da Prussia. Os resultados obtidos
demonstraram que quando comparados com 0s grupos controle, os embrides
irradiados nas doses de 1; 1,5; 4 e 500 Gy, apresentaram taxas de

desenvolvimento diferentes, conforme pode ser observado na tabela 11 a seguir.

Tabela 11 - Efeito da radiagao sobre o embrido e seu desenvolvimento in vitro

Dose de Embrides Grupo Controle
L Irradiados (0 Gy)
radiagéo
N° N° N° N°
(Gy) embrides | blastocistos = embrides | blastocistos
1 25 17
25 23
1,5 25 18
4 25 6
25 19
500 25

Fonte: SALGADO, 2020

Neste experimento, a comparacdao dos irradiados com o controle nao
resultou em diferenca nas doses de 1 e 1,5 Gy (x?=2,17; p=0,14). Contudo,
resultou em diferenca significativa para a irradiacdo com 4 Gy (x*=11.52; p=0,00).

Pela figura 21 abaixo, podemos observar que o efeito da radiacdo na
formacao de blastocisto obedece a uma curva dose-resposta, onde a inclinagao

foi significativamente maior para os irradiados.
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Figura 21: Curvas dose-resposta do efeito da radiagao nos embrides
Fonte: SALGADO, 2020

Os resultados obtidos com esse experimento demonstram que a radiacao
exerce grande influéncia sobre os embrides. O aumento da dose aumenta
consideravelmente a mortalidade dos individuos.

A letalidade da radiacdo em doses mais elevadas € bastante conhecida.
Porém, parte importante deste estudo era a identificacdo de uma dose de
radiagdo que permitisse avaliar os efeitos do AzP em uso conjunto com embriées
irradiados. Desta forma, considerou-se as doses de 1 Gy e 1,5 Gy para os testes
com o azul da Prussia.

A partir do experimento preliminar foi conduzido um teste com um numero
maior de embrides.

Na tabela 12 abaixo indicamos os efeitos da radiacdo nas doses de 1 Gy e
1,5 Gy empregando um numero maior de embrides. Estes embrides foram

posteriormente utilizados nos experimentos in vivo.

Tabela 12 - Embrides Irradiados com 1 Gy e 1,5 Gy

Dose Quantidade de
Gru pos Radiagédo Embrides
(Gy) 02 células Blastocistos Mortos % Blastocistos
Embribes Irradiados 1 98 70 28 71,4
Embrides Irradiados 1,5 264 173 91 65,5

Fonte: SALGADO, 2020
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Os dados da tabela 12 apresentam o desenvolvimento embrionario para as
doses de 1 Gy e 1,5 Gy, com um numero maior de embrides. Os valores indicam
nao haver uma diferenca significativa no desenvolvimento embriondrio entre estas
doses.

Os resultados obtidos neste experimento demonstram que a radiagao
exerce influéncia sobre os embrides, que o aumento da dose aumenta a
mortalidade dos individuos e que a dose de 1,5 Gy poderia ser utilizada para se
investigar os efeitos do azul da Prussia sobre embrides irradiados.

5.1.6 Influéncia do azul da Prussia em diferentes concentracoes e doses de
irradiacao

Para este experimento, embrides foram irradiados com 1; 1,5; 4 e 500 Gy
na presenga de 0,5; 1,5 e 3 mg de azul da Prussia brasileiro e alemdo. Os

resultados podem ser observados na tabela 13.

Tabela 13 - Concentracdoes de AzP brasileiro e alemao e diferentes doses de
irradiacao

Influéncia da concentragido do Azul da Prussia na irradiagao dos embrides

AzP Brasileiro Controle Omg - Gy X - squared
AzP Dose Vivos Mortos Vivos Mortos X2 Valor-p
(mg) Gy
0,5 1 18 7 24 1 5,3571 0,020638 Significativo
1,5 1 20 5 24 1 3,0303 0,081723 Nao Significativo
3 1 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo
1,5 1,5 22 3 24 1 1,087 0,297147 Nao Significativo
1,5 4 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo
1,5 500 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo
AzP Alemao Controle Omg - Gy X - squared
AzP Dose Vivos Mortos Vivos Mortos X2 Valor-p
(mg) Gy
0,5 1 20 5 24 1 3,0303 0,081723 Nao Significativo
1,5 1 20 5 24 1 3,0303 0,081723 | Nao Significativo
3 1 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo
1,5 1,5 22 3 24 1 1,087 0,297147 Nao Significativo
1,5 4 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo
1,5 500 0 25 24 1 42,32 <0,0001 Significativo

Fonte: SALGADO, 2020
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Os embrides irradiados com 1 Gy e 0,5 mg do AzP brasileiro, apresentaram
um x?=5,3571, com p=0,020638, sendo significativo na comparagdo com o grupo
controle. Porém no AzP para 1,5 mg, conduziu a um x?=3,0303, com p=0,081723,
nao significativo se comparado com o grupo controle. J& 0 aumento para 3 mg do
AzP, ndo permitiu o desenvolvimento (x=42,32 e p< 0,0001). Este resultado
corrobora achados anteriores onde o AzP brasileiro nesta concentracdo nao
permitiu o desenvolvimento mesmo sem a irradiagdo como mostrado na tabela 4.

No caso do uso de 0,5 mg e 1,5 mg do AzP aleméo e a irradiagcdo com
1Gy, ndo se observa diferenga com o controle onde encontramos um valor de
x?=3,0303 e p=0,081723 para as duas concentragbes. Contudo, embora
anteriormente o AzP alemdo com 3 mg nao tenha interferido no cultivo nao
irradiado (tabela 4), quando irradiado nesta concentracdo ele inibiu o
desenvolvimento (x°=42,32 e p<0,0001), sugerindo que a partir de 3 mg ha
prejuizo no desenvolvimento na comparagao com o controle ngo irradiado.

Ja o AzP brasileiro e alemdo com 1,5 mg e dose de 1,5 Gy, nao
apresentaram diferenca com o controle com x°=1,087 e p=0,297147 para os dois
compostos.

Nas doses de 4 Gy e 500 Gy e concentragdo de 1,5 mg, ha uma diferenca
significativa na comparacdo com o grupo controle, com um x°=42,32 e um
p<0,0001para ambos compostos e nas duas doses utilizadas.

A partir destes resultados, realizamos ensaios com 1,5 Gy e 1,5 mg de
AzP, afim de se avaliar a influéncia do composto na protecdo aos embrides
irradiados.

Os resultados estéo indicados na tabela 14 e na figura 22 abaixo:

Tabela 14 - Embrides irradiados com 1,5 Gy na presenca e na auséncia do AzP

Irradiado AzP Alemao AzP Brasileiro Controle
(1.5Gy) | (1.,5Gy+15mg) | (1,5Gy+1,5mg) | (0Gye Omg)

Embrides 02 Células 264 245 234 100
Blastocistos 173 240 221 99
Mortos 91 5 13 1

Fonte: SALGADO, 2020
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O grupo de embrides irradiados sem o composto e o grupo de embrides
irradiados juntamente com o AzP brasileiro e alem&o, apresentaram uma
diferenca significativa, demonstrando uma participacdao do AzP na reducao da
mortalidade dos embrides. Na comparacao entre os irradiados sem o composto e
os irradiados com o AzP alemao, observamos um x?=87,323 com p<0,0001
significativo. Entre AzP brasileiro e os embrides irradiados sem o AzP, um
x?=62,768 e p<0,0001significativo. Por fim, na estatistica comparando os dois
compostos entre si, observamos um x?=4,08 com p=0,0431, também significativo,

porém de menor inferéncia.

Irradiado Alemao Brasileiro controle

B Embr. 2 Cel. mBlast. Mortos

Figura 22: Embrides irradiados na presenca e na auséncia do AzP
Fonte: SALGADO, 2020

Os resultados observados com 1,5 Gy e 1,5 mg do produto, demonstram
que o AzP, reduz a mortalidade, indicando uma protecdo e abrindo a

possibilidade de novas investigagdes.

5.2  In vivo - Implante embrionario

Para a investigacao de efeitos do Azul da Prussia brasileiro e alem&o: a)
sobre os embrides; b) da radiacdo sobre eles e c) da radiacdo na presencga do
azul da Prussia, com e sem embrides, os individuos destes ensaios foram
implantados em fémeas receptoras. As caracteristicas reprodutivas observadas
nas fémeas reprodutoras e os fenotipos das progénies, somente poderiam ser

investigados em experimentos in vivo.
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Serao apresentados a seguir os resultados dos grupos experimentais que
foram submetidos aos implantes.

5.2.1 Implante de embrides desenvolvidos na presenca do azul da Prussia
em fémeas receptoras pseudoprenhes

Implantes via intrauterina com embrides cultivados até blastocistos na
presenca de 1,5 mg do AzP brasileiro e alemao e em meio M16 sem AzP, (grupo
controle) estdo apresentados na tabela15 abaixo.

Tabela 15 - Implantes de embrides no estagio de blastocistos,
desenvolvidos na presenga de AzP brasileiro e alemdo 1,5 mg, em fémeas
receptoras pseudoprenhes e implantes do grupo controle, embrides
desenvolvidos sem AzP

Grupos N° de fémeas Média de N° Total N° Total N° Total
In vivo e implantes embrides/ @ Partos Filhotes Anomalias
AzP BRASILEIRO 13 15 4 25 0
(1,5 mg)
CONTROLE 10 10 7 33 0
(Omg)
AzP ALEMAO 15 12 5 23 0
(1,5 mg)
CONTROLE 9 11 5 28 0
(0 mg)

Fonte: SALGADO, 2020

De um total de 13 fémeas implantadas com embrides cultivados com azul
da Prussia brasileiro, 04 ficaram prenhes, com um x°=3,4862 e um p=0,1049 nao
significativo quando comparado com o grupo controle. Para o AzP aleméao, de 15
fémeas implantadas, 05 emprenharam indicando um x?=1,1429 e um p=0,4103.
Os resultados também demonstraram ndo haver uma diferenga significativa no
percentual de prenhes na comparagdo com o0s dois compostos entre si
(x*=0,020993 e p=1).
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Estes resultados demonstram que o AzP n&o interferiu com a capacidade
das fémeas manterem a gestacao apos o implante dos embrides. Contudo, uma
comparagao entre numero de partos e o numero de filhotes, sugere haver uma
proporcdo maior de filhotes dos implantes do AzP brasileiro em relagdo ao
alemao. A comparacdo com o x° leva a um resultado significativo (x°=9,1629 e
p=0,0029999). Os dados podem ser observados na figura 23.

E possivel que composto alemao, por ser mais fino, adira mais & zona
pelucida e interfira com a nidagé&o dos embrides (Figuras 17, 18 e 19).
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100

% em relagao W AzP Alemdo

ao controle 80
60

40
20

0

Partos Filhotes

Figura 23: Relagao de numero de partos e filhotes nascidos, dos blastocistos (embrides)
implantados na presenca de AzP brasileiro e aleméo
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.2 Implante de embrides irradiados com 1,5 mg de azul da Prussia (AzP)
em fémeas receptoras pseudoprenhes

Os resultados dos implantes com embrides que foram irradiados com 1,5
Gy na presenca de AzP alemao e brasileiro (1,5 mg), e os implantes com os
embrides do grupo controle ndo irradiados e cultivados em meio M16 sem AzP,
estdo apresentados na tabela 16.
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Tabela 16 - Implantes de blastocistos em fémeas receptoras pseudoprenhes
(embrides de 02 células, que foram irradiados (1,5 Gy) na presenca de AzP (1,5
mg de brasileiro e alemdo) e implantes do  grupo controle, embrides

desenvolvidos em meio M16

Grupos N° de fémeas Média de N° Total N° Total N° Total
In vivo e implante embrides/ @ Partos Filhotes | Anomalias
AzP BRASILEIRO 11 15 & 18 0
(1,5 mg e 1,5 Gy)
CONTROLE 7 14 4 25 0
(0 mg e Gy)
AzP ALEMAO 12 15 2 5 0
(1,5mge 1,5Gy)
CONTROLE 8 12 4 29 0
(0 mg e Gy)

Fonte: SALGADO, 2020

Os resultados obtidos com os implantes de embrides irradiados na
presenca do azul da Prussia brasileiro e aleméo, ndo demonstraram diferenca
(x*= 0,23377 e p=1) na comparagao entre o nimero de partos dos implantes com
o AzP nacional e o grupo controle.

Na comparagao entre os compostos com relagdo ao numero de partos,
também nao foi significativa a diferenca, revelando um x?=2,2465 e p=0,1829.

Contudo, com relagdo ao tamanho médio da ninhada, o numero de
nascimentos por fémea foi significativamente diferente na comparagéao entre os
grupos de ambos os compostos e o controle.

Com o composto brasileiro, as fémeas que receberam os embrides
irradiados juntamente com ele pariram em média 3,6 neonatos por parto contra
6,25 no grupo controle.

Também no grupo de implante dos embrides irradiados na presenca do
AzP alemao foi observada uma diferenga importante onde o tamanho médio de
ninhada deste grupo (2,5 neonatos por fémea) foi significativamente diferente do

controle que apresentou 6,6 neonatos em meédia.
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Contudo os resultados indicam haver uma diferenga significativa na
comparacgao entre o numero de filhotes nascidos na presenca de AzP brasileiro e
alemao quando comparado entre si, onde o nUmero de nascimentos € maior no
grupo tratado com o composto brasileiro (x=6,6835 e p=0,009995).

Avaliando as proporgdes, parece haver uma propor¢cdo maior de partos e
filhotes dos implantes do AzP brasileiro em relacdo ao alemdo. A comparacao
destas proporcdes leva a um x? significativo para os partos com um x°=19,549 e
p=0,0004998; e para os filhotes com um x?=6,2609 e p=0,01549 (Figura 24).

Esses resultados confirmam os achados de outros ensaios que
demonstram que a irradiacdo influencia na capacidade das fémeas gestarem

como também na taxa de nascimentos.

50 W 4zF Brasileiro

B AZP Alemao

%emrelagioan 50

controle 40

Fartos Filhotes
Figura 24: Numero de partos e filhotes nascidos de embrides (irradiados na presenca de AzP
alemdo e brasileiro) que desenvolveram até blastocistos, e foram implantados em fémeas
receptoras pseudoprenhes
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.3 Implante de embrides irradiados com 1 Gy e 1,5 Gy em fémeas
receptoras pseudoprenhes

Os implantes via intrauterina de embrides irradiados com 1 e 1,5 Gy e os

implantes com embrides desenvolvidos em meio M16 normal, estdo apresentados

na tabela 17.
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Tabela 17 - Quantidades de implantes realizados em fémeas receptoras

pseudoprenhes, com embrides irradiados e desenvolvidos até blastocistos

Grupos N° de fémeas Média de N° Total N° Total N° Total
in vivo e implantes embrides/ Q@ Partos Filhotes | Anomalias
Dose da radiagéo 4 15 1 6 1
1 Gy
CONTROLE 3 15 2 5 0
0 Gy
Dose da radiagéo 6 15 1 3 1
1,5 Gy
CONTROLE 2 15 1 7 0
0 Gy

Fonte: SALGADO, 2020

Nos experimentos em que os embrides foram irradiados juntamente com o
composto brasileiro e alem&o, ndo foram detectadas anomalias ou alteragées no
fenotipo. Contudo, os resultados observados nos implantes de embrides que
foram previamente irradiados com as doses de 1 e 1,5 Gy sem a presenca do
AzP aleméo ou brasileiro, demonstram o nascimento de animal com anoftalmia
(inexisténcia de globo ocular) em ambas as doses (Figura 25).

Estes resultados sugerem que na organogénese do olho durante o
desenvolvimento embrionario, a radiacao interferiu e provocou uma alteracao no
fendtipo que pode ser somatica ou germinativa, sendo que neste caso seria
transmitida a futuras geragdes (RONDON, 2016; MATTHEWS, 2016).
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Figura 25: Anoftalmia em fémeas nascidas de implantes de embrides irradiados com
1Gye1,5Gy
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.4 Acasalamentos realizados com as progénies originadas dos implantes

de embrioes

Para se avaliar possiveis alteracdes genéticas que poderiam existir nos
embrides dos grupos in vitro e in vivo, os filhotes originados com os implantes
foram acasalados ao acaso logo ap6s o desmame com 21 dias de idade.

Foi formado 01 casal do primeiro parto de cada geracao de cada grupo
experimental a saber: cultivado com AzP; Irradiado sem AzP; irradiado com AzP e
grupo controle. Posteriormente, a progénie resultante destes acasalamentos foi
também acasalada, assim como a sua descendéncia até a 3° geragcdo. Os
primeiros casais foram formados com as progénies obtidas de embrides
recuperados do cultivo com os compostos brasileiro e alemédo e implantados e
dos embrides que sobreviveram a irradiacdo e que também nasceram apos terem
sido implantados.

Os resultados obtidos para os parametros: a) tamanho médio da ninhada
(quantidade de filhotes nascidos); b) tempo em semanas do acasalamento até o
primeiro parto (descontadas as 03 semanas da idade dos pais no primeiro
nascimento) e c) observacdo de alteracdes fenotipicas, estdo apresentados a
seguir.

Os animais que apresentaram alteracées no fenétipo foram acasalados

de maneira programada.
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5.2.5 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides do grupo controle (cultivo em meio
M16 sem AzP)

Os resultados obtidos com as progénies originadas a partir do grupo
controle e que foram acasaladas e acompanhadas por trés geragbes, estdo

demonstrados na tabela 18.

Tabela 18- Casal acompanhado até a terceira geracao, grupo controle (embrides

cultivados sem tratamento)

Casal formado dos embriées implantados sem tratamento

Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g9 semanas**
03/01/2018 24/01/2018 26/02/2018 09 04 05 53
1° Geragao dos implantes
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g e semanas™**
26/02/2018 19/03/2018 30/04/2018 07 04 03 5,7
2° Geragao dos implantes
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g e semanas™**
30/04/2018 21/05/2018 27/06/2018 11 07 04 54
3° Geragao dos implantes
Nascimento Acasalamento 1° Parto N e} Q Primeiro parto em
g e semanas**
27/06/2018 18/07/2018 22/08/2018 09 04 05 5,1

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

Neste grupo, no intervalo de 03 geracdes, considerando o primeiro parto de
cada geragao, foram obtidos 36 filhotes com uma média de 09 filhotes por parto,
5,4 semanas para o 12 parto e nenhum caso de alteracao fenotipica.
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5.2.6 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides cultivados na presenca do azul da
Prussia Brasileiro e Alemao

A partir dos nascimentos originados com os implantes de ambos os
compostos (Tabela 15), foram formados os casais que originariam as progénies
que seriam acompanhadas por 03 geracgdes.

Em nenhum dos grupos foi observado alteracbes fenotipicas nas
progénies, tanto na primeira geracado, quanto nas posteriores. Os parametros

reprodutivos considerados podem ser observados nas tabelas 19 e 20.

Tabela 19 — Casal acompanhado até a terceira geracao (embrides cultivados na
presenca de azul da Prussia Brasileiro)

Casal formado dos embrides cultivados com AzP Brasileiro

Nascimento Acasalamento 1° Parto N (e) Q Primeiro parto em
g Q semanas™*
03/01/2018 24/01/2018 05/03/2018 07 03 04 5,8
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas™**
05/03/2018 26/03/2018 07/05/2018 07 02 05 6,1
2° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o] Q Primeiro parto em
g e semanas™**
07/05/2018 28/05/2018 10/07/2018 06 04 02 6,3
3° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N o] Q Primeiro parto em
g e semanas™*
10/07/2018 31/07/2018 10/09/2018 05 03 02 6,0

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

Como pode ser observado, no grupo tratado com o composto brasileiro
(Tabela 19 acima), foram obtidos 25 filhotes. Com relagdo aos parametros

reprodutivos considerando-se as trés primeiras geracdes (primeiro parto de cada
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geracgao), foi observada uma média de 6,2 filhotes por parto e 6,1 semanas de
intervalo para o 12 parto.

Com relacdo aos resultados observados com os implantes de embrides
cultivados na presenca da Radiogardase® (grupo alemao), foram obtidos 25
filhotes considerando-se as trés primeiras geragdes (primeiro parto de cada
geracao), com uma media de 6,2 filhotes por parto e 6,1 semanas de intervalo
para o 12 parto (Tabela 20).

Tabela 20 — Casal acompanhado até a terceira geracao (embrides cultivados na
presenca de azul da Prussia Alem&o)

Casal formado dos embrides cultivados com AzP Alemao

Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g Q semanas™*
03/01/2018 24/01/2018 04/03/2018 06 03 03 5,7
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N g Q Primeiro parto em
g e semanas™*
04/03/2018 25/03/2018 08/05/2018 07 02 05 6,4
2° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N c Q Primeiro parto em
g e semanas™**
08/05/2018 29/05/2018 11/07/2018 05 02 03 6,3
3° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N g Q Primeiro parto em
g e semanas™*
11/07/2018 01/08/2018 12/09/2018 07 03 04 6,1

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.7 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides irradiados na presenca de AzP

brasileiro e alemao

As progénies obtidas dos implantes de embrides irradiados na presenca

dos compostos brasileiro e alemao, nao revelaram alteragdes fenotipicas até a 3°
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geracao. Com relagdo as questdes reprodutivas, elas podem ser analisadas nas
tabelas 21 e 22.

Tabela 21 — Casal acompanhado até a terceira geragao (embrides irradiados na
presenca de azul da Prussia Brasileiro)

Casal formado dos embrides irradiados na presenca do AzP Brasileiro

Nascimento Acasalamento 1° Parto N g Q Primeiro parto em
g Q semanas™*
24/11/2018 15/12/2018 22/01/2019 07 03 04 57
1° Geragéo
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas™*
22/01/2019 12/02/2019 24/03/2019 09 04 05 5,8
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (e) Q Primeiro parto em
g e semanas™*
24/03/2019 14/04/2019 25/05/2019 07 04 03 6,0
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g Q semanas™*
25/05/2019 15/06/2019 22/07/2019 05 02 03 54

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

As progénies originadas dos casais formados com implantes de embrides
irradiados juntamente com o AzP brasileiro, geraram 28 filhotes nas trés geracoes
(primeiro parto de cada geracdo). Quanto aos parametros reprodutivos, foi
observada uma média de 07 filhotes por parto e 5,7 semanas de intervalo para o
12 parto.

Com relagao aos resultados coletados com os casais formados a partir dos
implantes de embrides que foram irradiados na presenca da Radiogardase®
(formulacdo alema), como pode ser observado na tabela 22, foram obtidos 27
filhotes considerando-se o primeiro parto de cada geracdo e um total de 03
geragdes. Com relacdo aos parametros reprodutivos, os casais apresentaram
em média 6,8 filhotes por parto e um intervalo de 5,9 semanas até o 12 parto.
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Tabela 22 — Casal acompanhado até a terceira geragao (embrides irradiados na

presenca de azul da Prussia Alemao)

Casal formado dos embrides irradiados na presenga do AzP Alemao

Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o] Q Primeiro parto em
g Q semanas™*
29/12/2018 19/01/2019 28/02/2019 06 03 03 5,8
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas**
28/02/2019 21/03/2019 03/05/2019 07 05 | 02 6,2
2° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o] Q Primeiro parto em
g eQ semanas™*
03/05/2019 24/05/2019 02/07/2019 08 03 | 05 57
3° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas**
02/07/2019 23/07/2019 01/09/2019 06 03 | 03 5,8

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.8 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides irradiados com 1 e 1,5 Gy

As progénies de fémeas implantadas com embrides irradiados com 1 e 1,5
Gy, foram acasaladas e acompanhadas até a 3° geracao, tabelas 23 e 24 (1,5 Gy)
e tabelas 25, 26 e 27 (1 Gy). A comparacao do tamanho médio da ninhada nao
apresentou resultados que sugerissem alteracées na capacidade dos animais se
reproduzirem.

Do grupo de implantes com fémeas que recebeu embrides irradiados, tanto
com 1 Gy, como com 1,5 Gy, foi observado um animal de cada grupo, com

anoftalmia conforme demonstrados na figura 25.

97



5.2.8.1 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides irradiados com 1,5 Gy

Na tabela 23 estao apresentados os dados observados com o grupo onde
os embrides foram irradiados com 1,5 Gy e sem a protecao dos compostos. Este
casal originou as 03 geracoes seguintes e foi formado com a fémea que nasceu
com anoftalmia. O total de crias obtidas com este grupo, considerando-se o
primeiro parto de cada geragéo, foi de 26 filhotes nas 03 geragbes. A média
observada foi de 6,5 filhotes por parto em um periodo de 5,9 semanas para o 1°

parto.

Tabela 23 — Casal formado por embrides irradiados: & fenétipo normal x ¢
feno6tipo com anoftalmia (1,5 Gy). Descendentes acompanhados até a terceira

geracao
Casal d irradiado x Q irradiada com anoftalmia (1,5 Gy)
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} o] Primeiro parto em
g e semanas**
22/12/2018 12/01/2019 22/02/2019 07 02 05 6,0
1° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N e} Q Primeiro parto em
g e semanas™*
22/02/2019 15/03/2019 21/04/2019 08 02 06 5,4
2° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g e semanas™**
21/04/2019 12/05/2019 24/06/2019 06 03 03 6,2
3° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N e} Q Primeiro parto em
g e semanas™**
24/06/2019 15/07/2019 27/08/2019 05 01 04 6,2

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

Os resultados observados a partir do acasalamento entre um macho nao
irradiado e uma fémea nascida do implante de embrides irradiados com 1,5 Gy,
demonstraram que a progénie obtida tinha fenétipo normal.

Este casal produziu em 03 geracdes, um total de 26 filhotes, com uma

média obtida com os nascimentos do primeiro parto de cada geracgéo, igual a 6,5
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filhotes por parto e um intervalo de 5,6 semanas para o 1° parto, conforme tabela
24.
Tabela 24 - Casal: & nao irradiado X @ irradiada com 1,5 Gy, acompanhado até

a terceira geracao

Casal J ndo irradiado x Q irradiada com 1,5 Gy
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N c Q Primeiro parto em
Q semanas**
22/12/2018 12/01/2019 13/02/2019 04 02 02 4,7
1° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N e} Q Primeiro parto em
g e semanas™*
13/02/2019 07/03/2019 14/04/2019 06 04 02 5,6
2° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g e semanas™*
14/04/2019 05/05/2019 16/06/2019 09 02 07 6,1
3° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (o} Q Primeiro parto em
g e semanas™*
16/06/2019 07/07/2019 16/08/2019 07 05 02 5,8

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

5.2.8.2 Resultados dos acasalamentos realizados com as progénies
originadas dos implantes de embrides irradiados com 1 Gy

Também neste grupo, onde os embrides foram submetidos a 1 Gy de
radiacdo sem a protecdao dos compostos, o casal que deu origem para se
acompanhar as préximas trés geracoes, foi composto pela fémea que nasceu
com alteracao fenotipica, anoftalmia.

Pela Tabela 25 abaixo, podemos observar que nas 03 geragdes foram
produzidos 23 filhotes considerando-se os nascimentos observados no primeiro
parto durante 03 geragdes sucessivas. Com relagdo ao tamanho médio da
ninhada, foi encontrado um valor igual a 5,7 filhotes por parto com um intervalo de
6,0 semanas para o 1° parto.
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Tabela 25 — Casal: & irradiado X @ irradiada com anoftalmia (1 Gy),

acompanhado até a terceira geracao

Casal Jd irradiado x Q irradiada com anoftalmia (1 Gy)
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (e) Q Primeiro parto em
g e semanas™*
23/06/2018 14/07/2018 20/08/2018 06 04 02 5,4
1° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g9 semanas™*
20/08/2018 10/09/2018 27/10/2018 08 02 06 6,8
2° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (o] o] Primeiro parto em
g e semanas™*
27/10/2018 17/11/2018 27/12/2019 03 02 01 5,8
3° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas™*
27/12/2018 17/01/2019 28/02/2019 06 02 04 6.1

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

Também neste grupo foi formado um casal entre um macho néo irradiado e
uma fémea irradiada com 1 Gy. Os resultados apresentados na Tabela 26 abaixo
mostram um total de 31 filhotes, analisando as trés primeiras geracoes (primeiro
parto de cada geragao), com uma média de 7,7 filhotes por parto e 5,6 semanas
de intervalo para o 1° parto.
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Tabela 26 — Casal: J ndo irradiado X Q irradiada com 1 Gy, acompanhado até a

terceira geracao

Casal g ndo irradiado x @ irradiada com 1 Gy
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o] o] Primeiro parto em
Q semanas**
23/06/2018 14/07/2018 22/08/2018 08 03 | 05 57
1° Geragéo
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g9 semanas™**
22/08/2018 13/09/2018 21/10/2018 06 03 | 03 5,3
2° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (o] o] Primeiro parto em
g e semanas™*
21/10/2018 11/11/2018 17/12/2018 09 06 03 53
3° Geragao
Nascimento Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g9 semanas™**
17/12/2018 07/01/2019 17/02/2019 08 03 05 6,0

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

Um acasalamento em sentido contrério, ou seja, considerando um macho
originado de um embrido irradiado com 1 Gy foi acasalado com uma fémea néo
irradiada.

Este casal produziu um total de 28 filhotes em 03 geragdes, considerando-
se o0 primeiro parto de cada geragdo e durante 03 geragdes. Ainda como
parametro reprodutivo, foi observado uma média de 07 filhotes por parto e um
intervalo de 5,8 semanas para o 1° parto (Tabela 27).
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Tabela 27 — Casal: & irradiado com 1 Gy X @ néo irradiada, acompanhado até a

terceira geracao

Casal g irradiado com 1 Gyx @ ndo irradiada
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (o] o] Primeiro parto em
(o) semanas**
23/06/2018 14/07/2018 21/08/2018 07 04 | 03 5,6
1° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g e semanas™**
21/08/2018 12/09/2018 26/10/2018 06 02 | 04 6,4
2° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (o] Q Primeiro parto em
g eQ semanas™*
26/10/2018 16/11/2018 22/12/2018 06 04 02 53
3° Geragao
Nascimento | Acasalamento 1° Parto N (¢ Q Primeiro parto em
g Q semanas™**
22/12/2018 12/01/2019 21/02/2019 g 06 03 5,8

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020

5.8.2.3 Resultados do retroacasalamento das fémeas com anoftalmia
nascidas da irradiacao com 1 Gy e 1,5 Gy e seu filho macho de primeira
geracao

Os experimentos realizados com acasalamentos programados entre
fémeas que nasceram com a alteracdo fenotipica (anoftalmia) e seus filhos
machos (retroacasalamentos) foram conduzidos para se identificar um padrdo de
transmissdo da mutacdo para as progénies. Contudo, nenhuma das fémeas
(nascida da dose de 1 Gy ou de 1,5 Gy) tiveram filhos com qualquer alteracao
fenotipica, sugerindo tratar-se de uma muta¢ao somatica.

Os parametros reprodutivos coletados com estes casais em 03 partos,
revelou um tamanho médio da ninhada igual a 6,7 nascimentos por parto com 1
Gy e 6,3 com 1,5 Gy.
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5.8.2.4 Resultados observados até a 3° geracao dos dados reprodutivos e
das alteracoes fenotipicas observados nas progénies dos acasalamentos
de: embrioes cultivados com AzP brasileiro e alemao; embrioes irradiados

na presenca do AzP brasileiro e alemao; embrides irradiados sem AzP

Os resultados observados em todos os grupos apdés o acompanhamento
por 03 geragbes demonstram que a mutagdo observada nos animais tem
natureza somatica, uma vez que acasalados, por trés geracdes produziram uma

progénie normal conforme pode se verificar na tabela 28.

Tabela 28 - Dados reprodutivos e alteragdes fenotipicas dos grupos acima,
acompanhados até a terceira geragao

Grupos Tamanho médio Primeiro pal’(::r em Alteragbes

da ninhada/parto semanas Fenotipicas
Controle 09 54 Nao
AzP Brasileiro 6,2 6,1 Nao
AzP Alemao 6,2 6,1 Nao
AzP Brasileiro Irradiado 07 5,7 Nao
AzP Alemao Irradiado 6.8 5,9 Néo
J x Q Irradiado 1,5 Gy 6,5 59 Nao
@ Irradiada 1,5 Gy x & Nao 6,5 5,6 Nao
J x @ Irradiado 1 Gy 5,7 6,0 Nao
@ Irradiada 1 Gy x & Nao 7.7 5,6 Nao
J Irradiado 1 Gy x @ Nao 07 58 Nao

**Estimado retirando 03 semanas da idade dos pais no primeiro nascimento
Fonte: SALGADO, 2020
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

Os experimentos realizados na primeira parte deste trabalho tiveram como
objetivo, avaliar se a deposicdo do composto (azul da Prassia) no meio de cultivo,
nao comprometeria o desenvolvimento dos embrides, pois somente condi¢coes
muito bem definidas e estaveis permitirdo aos embrides se dividirem e
alcangarem o estdgio de blastocisto. Assim, pequenas mudangas comprometem
definitivamente o embrido, que nado se desenvolve, se fragmenta ou degenera
(WHITTEN, 1956; 1968).

Para investigar esta possibilidade, embrides de camundongos foram
cultivados desde o estagio de 02 células até blastocisto.

Contudo, em razdo da complexidade dos ensaios realizados e da
fragilidade dos embrides foi necessario um conhecimento prévio nas tecnologias
utilizadas, o que somente foi possivel devido o Know-how e a experiéncia
acumulada ao longo de 30 anos de atividade do Laboratério de Criopreservacao e
Reproducéao Assistida - LabCrio do CEMIB/UNICAMP.

O cultivo na presenca de ambos os compostos, a Radiogardase que é
comercial e a formulacdo desenvolvida pelo Laboratério de Farméacia da Marinha
do Brasil, demonstrou que até a concentracdo de 1.5 mg/mL, ndo havia diferenca
na capacidade dos embrides se desenvolverem, porém com 3.0 € 6.0 mg/mL,
tanto a formulacdo alema quanto a nacional interferiram, sendo contudo, que o
AzP alemao interferiu significativamente menos.

No caso do composto brasileiro, com 3.0 mg/mL somente 4,16% dos
individuos se desenvolveram até blastocisto, contra 95,8% do composto aleméao.
J& na concentragdo de 6.0 mg/mL, 58,3% dos embrides chegaram a blastocisto
no composto alemé&o, enquanto nenhum se desenvolveu com a formulagéo
brasileira. Uma possivel explicagdo seria a presenga de componentes toxicos em
baixa concentragdo no composto nacional, que aumentaria proporcionalmente a
medida que mais produto era adicionado ao meio. Contribui com esta hipotese a
constatacdo de que moléculas que podem desestabilizar o meio de cultivo de
embrides sdo importantes fatores de interferéncia e podem comprometer o
desenvolvimento dos embrides in vitro (MARTINEZ, et al., 2017).

Outra possibilidade é o processo de fabricacdo, que poderia deixar algum

residuo que atue como um contaminante. Para testar esta hipétese, amostras de
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ambas as formulagbes foram reservadas para posterior analise com
espectrometria de massas. De qualquer forma, os resultados observados
demonstram uma menor interferéncia do produto comercial alemado quando
comparado com o brasileiro, que podera estar relacionado com a sua qualidade
(Chemsafety PRO, 2019; PAMIES et al., 2011).

Corroboram estes achados o padrao dose resposta observado, onde a
diferenca no comportamento das curvas indica que o AzP brasileiro reduz em 3
vezes 0 numero de blastocistos, ao mesmo tempo em que apresenta uma dose
letal 50 (LD50) também significativamente menor com 2,31 mg contra 6,48 mg do
comercial. A LD50 permite a avaliagdo da toxicidade e € importante nos casos de
intoxicacdo aguda, isolada ou em associagado entre drogas, sendo comum ser
referenciado com o emprego de animais de laboratério (Manual de Toxicologia
Clinica, 2017; KASVI, 2018).

Uma vez identificadas as condi¢des para o uso do composto em cultivo, foi
escolhida a dose de 1,5 mg/mL, pois nesta concentracdo os blastocistos
apresentaram uma zona pellcida integra e uma morfologia similar ao grupo
controle, com a massa celular interna e a blastocele preservadas. Alteracdes
morfoldégicas nos embrides sdo importantes indicativos tanto de viabilidade,
quanto de problemas na qualidade de meios de cultivo (COSSIELLO, 2009).

Desta forma, com esta concentragdo poderiam ser realizados os
experimentos relacionados com o AzP e sua influéncia na irradiagdo dos
embrides.

Neste sentido, é bastante conhecida a propriedade de a radiagao ionizante
alterar as caracteristicas originais dos materiais na qual ela incide, podendo, por
exemplo, formar agregados e moléculas altamente reativas. A radiagéo ionizante
€ um processo fisico onde a energia emitida é muito superior a energia de ligacao
entre elétrons e seu nucleo, conduzindo a remoc¢ao dos elétrons de sua orbita
(NOUAILHETAS, 2008).

O efeito modificador da radiagdo acontece tanto em solugbes, quanto em
material seco, sendo que em solugdes aquosas 0s danos S0 maiores em razao
dos produtos da radiblise da agua. A radidlise da agua € uma consequéncia das
mudancas no meio devido a absorcdo de radiacdao de alta energia. Em
decorréncia da radidlise da agua, sao formados radicais livres altamente reativos.

Os radicais livres sao entidades quimicas que, em razao de terem atomos
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com a sua Ultima camada sem o numero de elétrons necessdarios para dar
estabilidade a estrutura, ficam altamente reativos. Desta forma, além de interagir
com as moléculas em solugdo, os radicais livres podem sofrer recombinacao
originando, por exemplo, H.O,, que é altamente téxico para os embrides
(NOUAILHETAS, 2008). Dayal et cols. por exemplo, demonstraram haver uma
relacdo entre os efeitos do H.O, na presenca e na auséncia de scavenger
(catalase) e mutacbes em células de mamiferos que podem persistir por varias
geracOes (DAYAL, 2008).

Além das recombinagdes, também € importante destacar os efeitos da
radiacdo ionizante e dos radicais livres sobre o DNA. Como principal molécula
envolvida nos processos bioldgicos e reprodutivos, o DNA modificado poderé ter
um efeito somatico de dano local, mas também podera transmitir uma mutacao a
geraclOes futuras. Desta forma, em razao dos fortes impactos que as mutacdes
tém, qualquer evento que possa modificar o DNA deve ser considerado (ACHRE,
1995; BIER, 1997; PLOKHY, 2018). Um evento importante originado com a
radiacdo € a alteracdo na molécula de DNA devido a espécies enddgenas
reativas de oxigénio geradas durante o metabolismo celular normal em um
ambiente aerdbico. Este evento associado a instabilidade genémica induzida pela
radiacdo promoveram alteracdes significativas em células e tecidos de mamiferos
em cultivo (KESZENMAN, 2015).

No DNA a radiacao pode atuar de uma maneira direta ou indireta. A acao
direta se caracteriza pelo choque entre a radiagdo e a molécula, e a indireta pela
acao dos radicais livres formados (H e OH), que sao altamente reativos, podendo
ioniza-lo. Estes sdo os eventos responséaveis pelas mutagdes com consequéncias
locais e ou por aquelas percebidas em geragdes futuras.

Outro ponto importante sdo as possiveis alteragcbes nas caracteristicas
fisico-quimicas de outras moléculas essenciais ao processo de desenvolvimento
embrionario, e que podem também sofrer a interferéncia da radiagdo. Um
exemplo desta afirmativa é a formagcdo de agregados de proteinas observados
com a radiacao (KUMITA, 1961; NASCIMENTO, 1996).

Embora ja se conhecga relativamente bem os efeitos da radiacdo sobre os
seres vivos, para o proposito deste trabalho (investigar o AzP de uso comercial e
uma nova formulagao nacional em diferentes condicdes), também era importante

avaliar se a radiagdo poderia comprometer a funcionalidade do meio de cultivo,
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uma vez que ele tem em sua composicao diversos sais e proteinas que poderiam
ser alterados comprometendo o seu uso. Desta forma, para avaliar os danos da
radiacao sobre ele, aliquotas de meio M16 foram irradiadas em diferentes doses e
posteriormente receberam embrides nao irradiados.

A irradiagdo do meio nas doses de 1; 1,5 e 4 Gy seguida da deposicao de
embrides recém coletados, conduziu a um desenvolvimento embrionario de 0,81;
0,90 e 0,50 respectivamente. No grupo controle, para estas doses, foi observado
um desenvolvimento de 0,97; 100 e 0,94. Esses dados demonstram que um
aumento na dose da irradiagao sobre o meio M16, esta diretamente relacionado a
uma diminuigdo no desenvolvimento embrionario. Corrobora esta afirmacao o fato
deste experimento ser do tipo dose resposta e como pode ser observado na
Figura 19, o aumento nas doses implicou diretamente na sua qualidade, e
interferiu na sua condigdo de promover o desenvolvimento embrionario.

Paralelamente os resultados também demonstraram que em doses mais
baixas (1 e 1,5 Gy) o meio irradiado nao sofreu modificagdes significativas, com
um desenvolvimento embrionario observado até o estagio de blastocisto, muito
préximo ao esperado. Contudo, com a maior dose (4 Gy) constatou-se uma
diferenga significativa no numero de individuos que chegaram a blastocisto
indicando que o meio teve a sua funcionalidade comprometida. O uso de
embrides em testes de meios de cultivo é bastante comum e serve de indicativo
de sua qualidade (GILBERT, 2016). Também sao utilizados embrides em ensaios
de toxicidade de substancias ou moléculas presentes em diversos produtos. No
presente estudo foi utilizado este sistema para avaliar uma possivel toxicidade
decorrente da radiagdo e sua relagdo com a dose (DE JONG, 2011).

Assim, as doses de 1,0 Gy e 1,5 Gy puderam ser utilizadas pois néao
apresentaram diferengas significativas com os controles e desta forma néo
inviabilizariam o uso do meio nos ensaios de cultivo envolvendo a radiagéo.

Contudo, apds esta constatagdo uma outra hipotese precisou ser testada:
avaliar se 0 AzP também irradiado ndo sofreria mudangas que impossibilitassem
0 Seu uso em experimentos com a radiagao.

Para esta avaliagdo, uma quantidade igual a 1,5 mg de AzP brasileiro e
comercial foi irradiado juntamente com o meio de cultivo, que em seguida recebeu
embrides nao irradiados que foram observados diariamente. Os resultados

demonstraram que ambos os compostos ndo impediram o desenvolvimento dos
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embrides. No caso da dose de 1 Gy, os resultados observados sugeriram que a
presenca do AzP reduzia os efeitos negativos da radiacdo que foi observado no
meio de cultivo quando este foi irradiado isoladamente naquela dose, quando sem
o composto 81% dos individuos se desenvolveram enquanto com o AzP brasileiro
90% apresentou crescimento e como aleméo 90% dos embrides chegaram a
blastocisto.

Substancias radioprotetoras podem atuar diminuindo os efeitos da radiagéao
de diferentes maneiras. Nos anos 1950, experimentos demonstraram que quando
a cisteina era administrada em doses elevadas a ratos expostos a doses letais de
raios X, ela conferia protecao aos animais (BUMP, 1998; NAIR, 2001).

No caso do azul da Prussia, uma possivel explicagdo para estes
resultados, seria o fato dele normalmente agir como resina de troca idnica.

A resina de troca i6nica € uma matriz insolivel que remove cétions e
anions do meio, podendo liberar ions sédio ou hidrogénio (resina catiénica) ou
hidroxila (resinas anibnicas). Uma vez que a radiacao pode provocar o surgimento
de agregados e moléculas altamente reativas que poderiam ficar diferentemente
carregadas apdés a captagdo de alta energia, uma possivel hipotese para o
entendimento na manutencao da estabilidade do meio de cultivo irradiado na
presenca do azul da Prussia é a acao deste composto como a fase estacionaria,
que estaria realizando a adsorcdo de subprodutos formados pela radiacao,
removendo, desta forma, parte destas novas moléculas.

Observando-se a formula estrutural do azul da Prussia, pode-se supor que
0S grupamentos quimicos mais externos que compdem a molécula, estejam
atuando como aceptores (scavengers) de radicais livres que foram formados na
irradiacdo. Desta forma o AzP estaria atuando como um quelante na retirada
destes subprodutos, como por exemplo os radicais livres (ABRAO, 1972).

Substancias quelantes sao altamente reativas e se ligam a outras
moléculas possibilitando a sua remogado. A cisteina; a glutationa, a arginina; a
glicina o DMSA (Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico) e o DMPS (2,3
dimercapto1 propano acido sulfénico) sdo exemplos de agentes quelantes com
alta capacidade de remocdo de radicais livres e de metais como mercurio,
chumbo, prata, niquel, entre outros (BJORKLUND, 2019). Um exemplo de uma
molécula quelante de grande importancia na remocao de radiais livres é a cisteina

(TANDON, 2002).
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Ap6s 0s experimentos com a irradiagdo do meio de cultivo e dos
compostos nacional e comercial, foram realizados experimentos com a irradiacao
direta dos embrides. Estes ensaios objetivaram investigar se o AzP nacional e ou
comercial, exerceriam alguma influéncia sobre os individuos quando estes
estivessem expostos a radiagdo, como por exemplo, mitigando efeitos prejudiciais
da radiacdo sobre eles. Para tanto, os primeiros experimentos foram realizados
irradiando os embrides isoladamente com diferentes doses.

As moléculas biolégicas sdo formadas principalmente por carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, e com a irradiacdo elétrons poderdo ser
deslocados destes atomos, ocorrendo uma ionizagao toda vez que a energia da
radiagcdo for superior ao valor da energia de ligagéo do elétron aos atomos destes
elementos. Desta forma, o papel bioldégico da molécula atingida podera ser
modificado (NOUAILHETAS, 2008).

Enquanto com 1 Gy e 1,5 Gy ndo foram observadas diferencas na
comparagao com o grupo controle ndo irradiado, na dose de 4 Gy observou-se
uma letalidade para 75% dos individuos irradiados e com 500 Gy a taxa foi de
100%. Os efeitos da radiacdo sobre os organismos sdo bastante conhecidos.
Contudo, para cumprir com um dos objetivos deste trabalho era fundamental a
identificacdo de uma dose que possibilitasse a avaliagdo do AzP quando irradiado
juntamente com os embrides (CMIELOVA, 2011).

Assim como com diversos agentes quimicos, a radiacao também tem efeito
sobre os individuos em desenvolvimento, podendo, inclusive, ser teratogénico. No
caso da radiacdo, os efeitos tardios sao considerados como uma consequéncia
de uma leséo irreparavel no material genético das células. Neste caso, ou os
individuos sobreviveram aos efeitos agudos, ou foram expostos a doses menores
que as necessdarias para produzir uma lesdo aguda (REVISTA NAVIGATOR,
2008; LANARO, 2011).

Assim como foi observado com a irradiagcdo do meio de cultivo, doses
maiores implicaram diretamente na viabilidade dos embrides, e da mesma forma,
ou seja, com um comportamento do tipo dose resposta. Assim, o aumento na
dose aumentou consideravelmente a mortalidade dos individuos (LITTLE, 2003).

Segundo o CDC, no caso de gestantes humanas, a depender do estagio de
desenvolvimento, as consequéncias para a saude do feto podem ser severas em

exposicoes maiores que 0,5 Gy, mesmo que a dose seja baixa para causar um
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efeito imediato para a mée. Estas consequencias incluem restricdo de
crescimento, malformagdes, prejuizos para a funcédo cerebral e cancer (CDC,
2019).

Entretanto, para este estudo foi importante a identificacdo de uma dose que
permitisse avaliar os efeitos do AzP em uso conjunto com embrides no momento
da irradiacdo. Os primeiros resultados com embrides irradiados, indicaram uma
sobrevivéncia de 68% dos individuos irradiados nas doses de 1Gy e 1,5 Gy.
Posteriormente, com o aumento no numero de embrides foi observado uma
sobrevivéncia de 71% dos individuos com 1 Gy e de 65% com 1,5 Gy o que nao
representou uma diferenga significativa. Assim, considerou-se que 1 Gy e 1,5 Gy
eram as doses mais adequadas para os testes com o azul da Prussia.

Desta forma, os resultados demonstraram que a radiagao exerce influéncia
sobre os embrides; doses maiores aumentam a mortalidade dos individuos e que
a dose de 1,5 Gy era indicada na investigacao dos efeitos do azul da Prussia
sobre embrides irradiados.

Para os experimentos com a irradiacao dos embrides na presenca do AzP,
foi considerado o fato de resultados anteriores terem demonstrado que
quantidades superiores a 3 mg do composto mesmo sem a irradiacao, prejudica o
desenvolvimento dos individuos e por esta razdo, 3 mg foi a quantidade maxima
utilizada na irradiagédo com 1; 4 e 500 Gy.

Contudo, os resultados obtidos demonstraram uma diferenca entre os dois
compostos com relagcao aos controles frente a quantidade depositada e a dose de
radiacao aplicada.

Com a menor quantidade de AzP (0,5 mg), a formulagdo brasileira
apresentou um percentual de sobrevivéncia menor na irradiacdo com 1 Gy que a
alema, nao sendo contudo, uma diferengca elevada (72% de sobrevivéncia no
nacional contra 80% na Radiogardase). Paralelamente, um aumento na
quantidade de AzP para 1,5 mg, conduziu a uma mesma taxa de sobrevivéncia na
dose de 1 Gy, onde 80% de individuos chegaram a blastocisto em ambos os
compostos.

Da mesma forma, o uso de uma concentracdo de 1,5 mg de AzP e um
aumento de 50% na dose da irradiacao (1,5 Gy), ndo revelou diferenga nas
formulagbes, pois ambas apresentaram uma sobrevivéncia correspondente a 88%

dos individuos e nao significativo quando comparado com os grupos controle.
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Embora anteriormente o cultivo com o AzP alemao com 3 mg nao tenha
interferido no desenvolvimento dos embrides, com a irradiacdo este resultado nao
se confirmou, sugerindo a presenca de algum elemento que sofreu os efeitos da
radiacdo e que somente pOde ser observado com uma quantidade maior do
composto. Como ja discutido anteriormente, os embrides sdo muito sensiveis a
presenca de contaminantes no meio no qual eles estdo sendo cultivados. Por esta
razdo, a presenga, ainda que em pequena quantidade de subprodutos de um
processo de fabricacdo e que normalmente ndo traria consequéncias, mas que
com a radiacao estes elementos poderiam ter as suas caracteristicas originais
modificadas, explicando, ainda que parcialmente, os resultados observados.

Uma vez identificadas a quantidade de AzP e a dose de radiagdo capazes
de demonstrar se o composto nacional e a radiogardase poderiam conferir
alguma protecao a embrides irradiados, foram realizados experimentos com 1,5
Gy e 1,5 mg de AzP com um numero maior de individuos irradiados que foram
comparados com um grupo controle ndo irradiado.

Enquanto os embrides irradiados isoladamente apresentaram uma
sobrevivéncia de 65%, no grupo irradiado na presenca da radiogardase 97% dos
embrides chegaram a blastocisto e no grupo com o AzP nacional 94% deles se
desenvolveram. No grupo controle este percentual foi de 99% de
desenvolvimento, indicando que as condigdes nas quais o0 experimento foi
conduzido estavam adequadas ao desenvolvimento dos individuos. Desta forma,
enquanto nao se observou diferenga entre os grupos irradiados com ambos 0s
compostos e o controle, com o grupo irradiado sem o AzP a mortalidade foi
significativamente maior, o que demonstrou que nas condi¢des utilizadas tanto o
azul da Prussia formulado pela marinha brasileira quanto a radiogardase
protegeram os embrides dos efeitos da radiagéo.

Estes resultados corroboram achados anteriores que demonstraram que o
AzP é um composto radioprotetor e atua como um scavenger removendo toxinas
originadas com a radiacao e que prejudicam o desenvolvimento dos individuos no
desenvolvimento até blastocisto (SMITH, 2017).

ApbGs a descoberta desta propriedade do azul da Prussia fabricado pelo
laboratério de farmacia da marinha do Brasil e da radiogardase, postulamos se o
grupo de embrides cultivados na presenca de ambos os compostos; bem como os

individuos irradiados juntamente com eles e os irradiados isoladamente, poderiam
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ter sofrido alteracdes genéticas e ou fenotipicas ou mesmo se permaneceriam
viaveis.

Para investigar estas hipoteses, foram realizados experimentos in vivo com
o implante de embrides em fémeas receptoras pseudoprenhes. O implante de
embrides € uma tecnologia bastante sofisticada e requer habilidades técnicas e
embrides viaveis para ser bem sucedida (SALGADO & PASSQOS, 2009; 2017).

Inserida como uma técnica em reprodugdo assistida, a transferéncia
embrionéaria é frequentemente utilizada na producdo de animais geneticamente
modificados o que a consolidou, tornando-a muito bem estabelecida (FOX, 2007).
Por meio da transferéncia embrionaria é possivel a avaliagdo de aspectos
relacionados com a reproducdo (gestacao e parto) e também a identificacdo de
alteracoes fenotipicas e genotipicas (MAMROT et al., 2015).

Por esta razéo, para cumprir com estes objetivos, tanto a qualidade e as
caracteristicas das progénies foram avaliadas, como também o fenétipo das crias;
além de parametros reprodutivos como o tamanho médio da ninhada, niumero de
partos e o intervalo entre partos, uma vez que estas caracteristicas estdo bem
definidas como performance de linhagens (informatics.jax.org, 2019; 2020).

A escolha do estagio de blastocisto se deu pelo fato de ser o estagio
maximo de desenvolvimento in vitro, o que possibilitaria a observacao de
resultados mais préximos a realidade, pois os individuos teriam ficado expostos
as condigdes experimentais por um longo periodo, ou seja, por pelo menos 04
dias.

Assim, o primeiro grupo de embrides implantado pela via intrauterina foi
composto de blastocistos obtidos com o cultivo com os compostos brasileiro e
aleméo.

Os experimentos in vivo com a transferéncia embrionaria visando comparar
as duas formulagdes puderam ser realizados.

Os resultados dos implantes com embrides que se desenvolveram na
presenca de 1,5 mg/mL de ambos os compostos, quando comparados com o
grupo controle que nao teve contato com o AzP, demonstraram que nesta
concentracdo eles permaneciam viaveis. Das fémeas que receberam os embrides
do grupo brasileiro, 30,8% emprenharam enquanto no grupo controle este
percentual foi de 70%. No grupo de fémeas que receberam embrides cultivados

com o composto comercial, 33,3% emprenharam contra 55,5% do grupo controle.
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Estes resultados demonstram que, embora se observe uma reducdo no
percentual de fémeas que emprenharam na comparagdo com 0O grupo controle,
esta reducao nao foi significativa. Dados da literatura especializada internacional
indicam percentuais entre 36,1 % a 45,3% como esperados quando as condicdes
do implante estdo adequadas (PALACIO & SZTEIN, 2018).

Paralelamente a comparacao entre os compostos nao indicou diferenca no
nuamero de partos, demonstrando nem o composto brasileiro e nem o composto
alemao comprometeu a reproducao.

Com relagdo ao numero de filhotes nascidos dos implantes de ambos os
grupos (AzP nacional e comercial), os resultados demonstram que no grupo de
implantes com embrides cultivados com produto brasileiro o numero de
nascimentos foi um pouco maior. A prenhes € um evento complexo, acontece em
etapas e 0s seus momentos iniciais sao determinantes na condug¢ao do processo.
Além disso, o implante de embrides é uma técnica sensivel e pode variar mesmo
entre grupos e realizados nas mesmas condi¢cées (SALGADO & PASSOS, 2009).

Por outro lado, o tamanho da ninhada obtido apés a transferéncia dos
embrides reforca que a gestacdo nao sofreu interferéncia do composto
(informatics.jax.org, 2019; 2020).

Uma vez identificado que o cultivo na presenca de ambos os compostos
n&o inviabilizava a gestagéo e o parto, realizamos um implante de embrides de 02
células que foram irradiados com 1,5 Gy juntamente com 1,5 mg do AzP alemao e
brasileiro, utilizando como controle embrides nao irradiados. Os resultados
obtidos nao indicaram diferenca significativa no nimero de partos dos implantes
do AzP, contudo, com relacdo ao tamanho médio da ninhada o numero de
nascimentos por fémea apresentou uma diferenca significativa na comparagéo
com os grupos controle de ambos os compostos. A redugdo no numero de
animais nascidos por parto nas fémeas que receberam os embrides irradiados
com os compostos, corroboram resultados anteriores do cultivo com o AzP
irradiado, onde consideramos a hip6tese de um contaminante em quantidade
reduzida que poderia estar impactando diretamente os embrides. Este achado
poderia explicar os resultados obtidos neste experimento. Corrobora esta hipdtese
o fato da reducao ter sido observada em ambas as formulagdes. Neste sentido, o
composto brasileiro apresentou uma proporcdo maior no numero de filhotes

nascidos.
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Ainda com relacdo aos implantes com embrides irradiados na presencga do
AzP, no grupo de embrides que se desenvolveram até blastocisto e que foram
irradiados na presenca de ambos os compostos, também se observou um maior
proporcao de partos e filhotes no composto nacional em relagdo ao comercial.
Uma possivel explicagdo para este resultado poderia ser o tamanho dos cristais
observados nos compostos, podendo estar presente uma agressdo a membrana
dos embrides.

Ap6s a avaliacdo dos resultados dos implantes com embrides irradiados
com o AzP, foram realizadas transferéncias com embrides irradiados
isoladamente. Nas duas doses utilizadas (1 Gy e 1,5 Gy) foi detectado o
nascimento de um animal sem globo ocular, sugerindo que a radiagao interferiu
na génese daquele 6rgao modificando o fendtipo.

A possibilidade da radiacdo provocar alteragbes no DNA que
comprometem o fendtipo é bem conhecida (CMIELOVA, 2011; NAKAMURA,
2018). Contudo, chama a atencao o fato destas alteracbes serem mais comuns
em doses mais elevadas de radiacdo. Este fato poderia explicar o reduzido
nuamero de individuos que apresentaram esta anomalia (LUNTZ, 2017; DALKE,
2018).

Uma vez detectada a presenca de anomalia na progénie de embrides
irradiados, foram realizados acasalamentos programados para melhor avaliar a
alteracdao no DNA.

Foram realizados 03 esquemas de acasalamentos: entre individuos
afetados; entre um individuo afetado e um animal normal e entre filhos de primeira
geracdo com um dos parentais afetado na forma de um retro acasalamento.

Em nenhum dos nascimentos destes acasalamentos ou das progénies
acompanhadas até a terceira geracdo foram gerados animais com anomalias,
demonstrando se tratar de uma mutagdo de origem somatica onde o dano na
molécula de DNA aconteceu no embrido que foi implantado em decorréncia da
exposicao a radiagdo. Acasalamentos teste sdo utilizados para avaliar mutagdes
no genoma que sdo transmitidas para geragdes futuras. E uma estratégia que foi
muito utilizada no passado como ferramenta para a monitorizacdo genéticas de
linhagens isogénicas de camundongos. A adaptacdo desta estratégia neste
trabalho e o seguimento das progénies até a terceira geracao corroboram a

hipdtese de ser um dano local na molécula do DNA (ESAKI, 1984).
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A despeito da possibilidade de se poder avaliar de maneira direta o
fenétipo, e indiretamente, por meio de acasalamentos programados, o gendtipo
dos animais, uma outra abordagem foi realizada visando detectar modificagdes
nos parametros reprodutivos de intervalo entre partos; o tamanho médio da
ninhada e o tempo em semanas do acasalamento até o primeiro parto por trés
geragdes. A reproducdo € um evento complexo que acontece em fases e no
presente trabalho a exposi¢cdo de embrides ao AzP diretamente no cultivo, ou na
irradiacdo conjunta com ele, poderia provocar danos passiveis de serem
transmitidos a geragdes subsequentes (BASHA, 2017).

Os dados coletados com o acompanhamento por 3 geragcdes do grupo
controle indicou uma média de 9 filhotes por parto e 5,4 semanas de intervalo
para o primeiro parto.

No grupo de embrides que foi implantado apds o cultivo na presenca dos
dois compostos, na média das 3 geragdes foram obtidos 6,2 filhotes por parto e
6,1 semanas de intervalo para o primeiro parto tanto com o Azp brasileiro quanto
com a radiogardase de origem alema.

Também no grupo de embrides que foram implantados apos a irradiagao
na presenca de ambos os compostos, os dados coletados demonstraram 07
filhotes por parto e um intervalo de 5,7 semanas para o primeiro parto com a
formulacao nacional e 6,8 nascimentos por parto e um intervalo de 5,9 semanas
até o primeiro parto.

No caso dos parametros dos grupos de embrides irradiados isoladamente,
os resultados foram de uma média de 6,5 filhotes por parto e 5,9 semanas de
intervalo até o primeiro parto.

Como resultado dos grupos acasalados programadamente a partir dos
animais que apresentaram a auséncia do globo ocular, as médias observadas
para estes parametros em 3 geracdes, foram igual a 6,5 filhotes por parto e 5,6
semanas de intervalo até o primeiro parto.

Uma comparagcdo destes grupos com o grupo controle formado por
embrides sem tratamento e que também foi acompanhado por 3 geracdes,
demonstra uma pequena reducdo nos dois parametros analisados; tamanho
médio da ninhada e intervalo em semanas do acasalamento até o primeiro parto.
Contudo, a reducao observada nao foi significativa, mesmo quando os parametros

foram acompanhados por um periodo tdo grande em termos de geracgoes.
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LAWSON e colaboradores (2011) demonstraram que a exposicao a baixas
doses durante o desenvolvimento fetal de camundongos, ao Bisfenol A, causa
efeitos adversos sobre a reproducdo com consequéncias multigeracionais, ou
seja, a exposicdo de uma geracdo aumenta a probabilidade de defeitos nas
geracdes subsequentes.

Um outro exemplo é o dietiletilbestrol (DES), um estrogénio sintético que
era administrado a mulheres gravidas para evitar o aborto, parto prematuro e
complicacdes relacionadas a gravidez. NEWBOLD, et al., publicaram em 2005 um
estudo demonstrando que esta forma sintética do horménio feminino se
administrada durante periodos criticos de diferenciagdo do trato reprodutivo,
resultava em anormalidades a longo prazo como por exemplo a neoplasia de
utero que se manifestaria somente muito mais tarde na vida.

Além disso, os dados coletados pelos autores demonstraram que o
aumento na susceptibilidade a tumores era transmitido da linhagem materna para
as geracgoes subsequentes de descendentes masculinos e femininos.

Skinner (2014) demonstra que exposicoes ambientais a téxicos, e outros
elementos como estresse € mesmo a nutricdo, podem promover uma transmissao
nao genética de heranga como, por exemplo, aumento na susceptibilidade a
doencas.

Também camundongos machos e fémeas quando irradiados no 12° dias de
seu desenvolvimento, apresentaram um aumento nas frequéncias de mutagédo na
linha germinativa e em tecidos sométicos que permaneceu durante a idade adulta.
Os autores sugerem uma correlacdo no aumento de leucemias e cancer sélido
nos animais apos o nascimento (BARBER, et al., 2009).

Estes dados reforcam a importancia de se investigar a ocorréncia ou nao
de eventos multigeracionais que poderiam decorrer da exposi¢cdo dos embrides
aos compostos brasileiro e alemao, tanto no cultivo quanto na irradiacdo dos
embrides juntamente com eles.

Os resultados dos acasalamentos até a terceira geragao, realizados com
as progénies dos diversos grupos tiveram como objetivo demonstrar possiveis
danos ao DNA dos individuos que poderiam ter sido causados pelos compostos
nacional e comercial. O DNA é uma molécula que pode sofrer os efeitos de
produtos quimicos e da radiacao entre outros (MARTINEZ, et al., 2017).
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Uma vez alterado o DNA, a mutagcdo podera se manifestar no fenétipo de
maneira perceptivel ou ndo (MATTHEWS, 2016; RONDON, 2016).

No presente estudo, os resultados ndo demonstraram quaisquer alteracoes
nos fenétipos em nenhuma das trés geracdes, e também os padrées esperados
para a reproducao da linhagem utilizada estavam de acordo com a literatura com
relagdo ao tamanho média da ninhada e o primeiro parto em semanas
(informatics.jax.org, 2019; 2020).

Os resultados demonstram que nas condicdes utilizadas, tanto o azul da
Prussia comercial (RadiogardaseTM) quanto o produzido pelo Laboratério de
Farmacia da Marinha do Brasil, ndo causaram mutagdes visiveis ou permanentes,
conforme observado pelo padrdo fenotipico normal das progénies dos
acasalamentos programados, bem como indicaram que ndo houve uma
interferéncia dos compostos para os parametros reprodutivos investigados com os
compostos na presenga e na auséncia de irradiacao.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na avaliagdo do azul da Prussia comercial de origem

Alemé (Radiogardase™) e com o desenvolvido pelo Laboratério de Farméacia da

Marinha do Brasil permitem as seguintes conclusodes:

1-

2-

Nenhum dos compostos inibiu 0 desenvolvimento in vitro dos embrides até
o estagio de blastocisto;

A irradiacdo do meio de cultivo em dose superior a 4 Gy comprometeu o
desenvolvimento embrionario;

O azul da Prussia irradiado em doses menores (1 Gy e 1,5 Gy) nao
compromete o desenvolvimento dos embrides;

A irradiacéo dos embrides em dose superior a 4 Gy ocasionou a morte dos
individuos;

O azul da Prussia removeu subprodutos da radiagdo no meio irradiado com
1 Gy e 1,5 Gy;

Nas doses de 1 Gy e 1,5 Gy o azul da Prussia protegeu os embrides dos
efeitos prejudiciais da radiacao;

O azul da Prussia nao inviabilizou a gestacao e o parto;

O implante de embrides cultivados na presenga do azul da Prussia
brasileiro e alemdo revelou nao existirem alteracbes fenotipicas nos
individuos;

Os parametros reprodutivos de tamanho médio da ninhada, ndmero de
partos e intervalo entre partos ndo foram alterados no acompanhamento
das progénies até a 3° geracéo;

10- Os acasalamentos programados realizados por 3 geragdes com embrides

11-

expostos diretamente ao azul da Prussia brasileiro e alemao no cultivo e na
irradiacdo conjunta com ambos 0os compostos,nao revelaram o surgimento
de mutagdes de ordem germinativa, ndo sendo observadas alteragées em
nenhuma das progénies;

Os resultados obtidos demonstraram que o azul da Prussia, nas condicoes
experimentais empregadas, ndo induziu alteragdes fenotipicas e
teratogénicas nos animais. Contudo, outros estudos devem ser conduzidos

para avaliar a possibilidade de sua administracdo em gestantes expostas a
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radiacdo, uma condicdo ainda nao descrita na prescricdo deste
medicamento.

12- O composto desenhado originalmente para tratar uma contaminacao
interna, demonstrou, de forma inesperada, uma acado também contra

radiacao de fonte externa, oferecendo protecdo contra raios gama de *°Co.
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registrada com o n® i178/16 sob a responsabiiidade de NANCi DO NASCIMENTO - que
envoive a producdo, manutencio efou ulilizagiio de animais periencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de

2008, do Decreto n° 6 899 de 15 de jutho de 2009, e com as normmas editadas pelo
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140



HNICAMP CEUA/UNICAMP

INFORMACGCAO

A Comissao de FEtica no Uso de Animais da UNICAMP -
CEUA/UNICAMP - esclarece que n&o ha necessidade de submeter o projeto de
pesquisa “O EMPREGO DO AZUL DA PRUSSIA PARA PROTEGCAO DE
ANIMAIS IRRADIADOS COM AJUSTES DE DOSES DE COBALTO 60 (CO®):
UMA ABORDAGEM REPRODUTIVA E GENETICA’, de responsabilidade do
Dr. Luiz Augusto Corréa Passos e da pos-graduanda Andréia Ruis Salgado,

para analise desta comissao.

Justifica-se por se tratar da andlise dos embrides de 02 células
cultivadas, como complemento dos experimentos realizados no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares de Sao Paulo — IPEN/CNEN. O projeto
obteve certificado prévio da CEUA do IPEN/CNEN para a realizagdo dos
experimentos, com vigéncia até janeiro de 2021. N&o havera, portanto, na

UNICAMP, manipulagao in vivo para a execugao do projeto.

Campinas, 11 de dezembro de 2019.
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Prof. Dr. WAGEJFR JOSE|FAVARO
Presidente da'CEUA/UI
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Comissao Nacional de Energia Nuclear, 6rgao do
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