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RESUMO

INTRODUCAO: Embrides de Gallus gallus (domesticus) séo preferidos para avaliagcio
de efeitos teratogénicos de produtos quimicos ou naturais, pois nos primeiros estagios de
desenvolvimento apresentam-se muito suscetiveis a acao de agentes toxicos, podendo-se
alterar o desenvolvimento embrionario normal.

OBJETIVO: Avaliar o efeito do composto Riparina Il sobre a morfogénese do sistema
nervoso central em embrido de Gallus gallus.

MATERIAL E METODOS: Os ovos com um dia de fertilizados foram incubados em
uma chocadeira a uma temperatura de 37,5°C e 60 *+ 5% de humidade relativa durante 24
horas. Nos ovos do grupo controle foram injetados 0,1 ml de salina tamponada (PBS, pH
7,0) e nos do grupo experimental foram injetados com Riparina 1l nas concentracdes de
25,50 e 100 pg/mL. Os ovos foram fechados com fitas adesivas e a incubac¢do continuou
durante mais 24 horas. Posteriormente, os ovos foram, entdo, reabertos e os embrides
dissecados, com retirada das membranas embrionérias e processados histologicamente
para analise morfolégica e morfométrica.

RESULTADOS: Identificamos embrides de ave com desenvolvimentos nos estagios de
nove a doze de acordo com a classificacdo de Hamburger e Hamilton (1951). Comparado
com o grupo controle, a largura do tubo neural dos embrides foi modificada com todas as
concentracdes de Riparina I1l. O comprimento dos pares de somitos mais largos resultou
das concentracdes de Riparina III de 50 e 100 pg/mL.

CONCLUSAO: Embrides de Gallus gallus expostos a Riparina 111 nas concentracdes de
50 e 100 pg/mL apresentaram aumento no comprimento dos somitos quando comparados
com o grupo controle. Em relacgdo a largura do tubo neural, o uso de Riparina Il variou
a estrutura independente das concentrac@es estudadas (25, 50 e 100ug/mL).

PALAVRAS-CHAVE: Aniba Riparia. Depressdo. Riparina Ill. Embrido de galinha.
Defeito do tubo neural.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Embryos of Gallus gallus (domesticus) are preferred for evaluation
of the teratogenic effects of chemical or natural products, since in the early stages of
development they are very susceptible to the action of toxic agents, being able to alter the
normal embryonic development.

AIM: To evaluate the effect of Riparin 11l on the central nervous system morphogenesis
in the Gallus gallus embryo.

MATERIAL and METHODS: One day fertilized eggs were incubated in a brooder at
37.5°C and 60 £ 5% relative humidity for 24 hours. In the eggs of the control group, 0.1
ml of buffered saline (PBS, pH 7.0) were injected and in the experimental group were
injected with Riparin Ill at concentrations of 25, 50 and 100 pug / mL. The eggs were
closed with adhesive tapes and the incubation continued for another 24 hours.
Subsequently, the eggs were then reopened and the embryos dissected, with removal of
the embryonic membranes and processed histologically for morphological and
morphometric analysis.

RESULTS: We identified bird embryos with development in stages from nine to twelve
according to the classification of Hamburger and Hamilton (1951). Compared with the
control group, the width of the neural tube of the embryos was modified with all
concentrations of Riparin Ill. The length of the broader somite pairs resulted from the
concentrations of Riparin III of 50 and 100 pg/mL.

CONCLUSION: Embryos of Gallus gallus exposed to Riparin Il at concentrations of 50
and 100 pg/mL presented increase in the somites length when compared to the control
group. Regarding the width of the neural tube, the use of Riparin Ill varied the
independent structure of the studied concentrations (25, 50 and 100 pg/mL).

KEY WORDS: Aniba Riparia. Depression. Riparin Ill. Chicken embryo. Neural Tube
Defect.
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1 INTRODUGCAO

A familia Lauraceae abrange 50 géneros e 2.500 espécies espalhadas pelo mundo.
Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) € uma planta encontrada na Amazo6nia, nas
Guianas e a oeste dos Andes. De acordo com a sua natureza quimica, a Aniba riparia
(Nees) Mez fornece uma classe especial de alcaloides contendo uma fungéo alcamida e
foram isoladas a partir do fruto verde desta planta, sendo designadas de Riparina | (éter
metilico de N-benzoil-tiramina), Riparina Il e Riparina Il (éter metilico de N-2,6-di-
hidroxi-benzoil-tiramina), sendo diferenciadas pelas suas estruturas quimicas (MELO,
2012).

As riparinas | e 11, guando administradas por via oral ou intraperitoneal em ratos,
apresentaram efeitos ansioliticos, mas sem quaisquer efeitos sedativos ou relaxantes
musculares, eliminando assim os efeitos secundarios comuns associados as
benzodiazepinas cléssicas (SOUSA et al., 2005; MELO et al., 2013). A riparina Il é uma
molécula com uma atividade anti-inflamatéria interessante, possivelmente devido a sua
capacidade de diminuir a producéo de TNF-a e IL-1P e o seu antagonismo da histamina
(MELDO et al., 2013). Ja a riparina 111 mostrou um efeito antidepressivo e aumento dos
niveis de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) no hipocampo de ratos
(VASCONCELOS et al., 2015). A riparina A, estrutura central de todas as riparinas
amazonicas e que origina todas as outras encontradas pelos alcaloides através da planta
Aniba riparia, apresentou atividade antioxidante fraca, atividade moderada contra
carcinoma de coélon, atividade leishmanicida em promastigotas de L. amazonensis
(ARAUJO et al., 2016); ndo produziu efeito sedativo, perda de coordenacio ou
relaxamento muscular (NUNES et al., 2015) e atenuou a resposta inflamatoria pela
modulacdo da migracao de neutrofilos (MEDEIROS et al., 2015).

Para se estudar os efeitos teratogénicos das riparinas, 0 modelo de estudo com
embrides de Gallus gallus apresenta diversas vantagens quando sdo comparados com
outros embrides, pois nos estagios primarios de desenvolvimento estdo mais suscetiveis
a acdo de agentes toxicos, podendo alterar o desenvolvimento embrionario normal e
interferir nos mecanismos de formacdo de varios sistemas organicos. FONSECA et al.
(2013) forneceram uma descricdo dos aspectos macro e microscopicos das estruturas
ectodéermicas (sistema nervoso central, tegumentar e Orgdos sensoriais) derivadas de

embrides de galinha / fetos de aves de galinha capoeira (Gallus gallus domestico) do
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primeiro ao décimo nono dia de incubacdo e concluiu que esta espécie tem um padrao de
desenvolvimento semelhante ao de outras espécies de aves. Os defeitos do tubo neural
(DTN) sdo malformagdes congénitas do sistema nervoso central e ocorrem devido ao
fechamento incompleto do tubo neural entre a terceira e a quarta semana de gestado (AU,
ASHLEY-KOCH, NORTHRUP, 2010; LO, POLSEK, SIDHU, 2014). A incidéncia
mundial deste tipo de patologia varia de 1,0 a 10,0 por 1000 nascimentos (LO, POLSEK,
SIDHU, 2014). As criangas que sobrevivem com DTN sdo deixadas com incapacidades
de vida (PANDEY, UPADHYAY, 2012) das mais de 300 mil que nascem todos 0s anos,
sendo uma consequéncia da neurulacdo anormal que pode causar problemas médicos
sérios, as vezes levando a morte nos periodos pré e pos-natal (UNLU, 2002; SIMSEK et
al., 2012).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EMBRIOES DE AVES COMO MODELO ANIMAL.

O conjunto similar de estagios de desenvolvimento entre embribes de vertebrados
possibilita a utilizacdo de organismos modelos na embriologia experimental. Os embrides
de aves sdo muitas vezes escolhidos como modelo experimental, pois os ovos fertilizados
sdo faceis de serem obtidos e observacGes podem ser feitas abrindo-se o ovo, com a
possibilidade de acompanhamento diario em laboratdrio e sem que haja interferéncia de
fatores maternos. Outros fatos que podemos destacar é que o embrido de galinha apresenta
desenvolvimento relativamente curto (21 dias) perto de outros modelos mamiferos
experimentais embrionarios; os ovos sdo ricos em vitelo, fazendo com que o embrido
receba seus nutrientes adequadamente; e os embrides estdo localizados em uma pequena
regido sobre o vitelo (WOLPERT et al.,, 2000; GILBERT, 2003), facilitando sua
manipulagdo, observacéo e coleta dos mesmos.

Embrides de Gallus gallus (domesticus) sdo utilizados em experimentos para
avaliacdo de efeitos teratogénicos de contaminantes ambientais, pois nos primeiros
estagios de desenvolvimento apresentam-se muito suscetiveis a agdo de agentes toxicos,
podendo assim alterar o desenvolvimento embriondrio normal e interferir nos
mecanismos de formacdo de vérios sistemas orgéanicos. (WOLPERT et al., 2000;
RIVERO et al., 2006).
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As incubadoras artificiais simulam o processo natural de incubacéo pelas galinhas,
sendo que o fator essencial para éxito é o controle da temperatura que deve permanecer
em torno de 37 a 38°C, pois a oscilacdo da temperatura influencia diretamente no
desenvolvimento embrionario. Também € necessario manter umidade e ventilagdo
controladas para que os embrides possam realizar as trocas gasosas. (WAGENINGEN et
al., 2004).

O desenvolvimento de cada estrutura embrionaria de Gallus gallus, foi descrito e
organizado em estagios segundo Hamburguer-Hamilton (1951), pois a correlacdo baseada
somente na idade cronologica pode levar a equivocos das reais fases morfologicas. O
conhecimento detalhado de cada estagio embrionario possibilita 0 acompanhamento e a
identificacdo da formacéo e organizacdo das estruturas basicas dos embrides.

2.2 DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES DE Gallus gallus (domesticus).

Os ovos de aves apresentam grande acimulo de vitelo que permite ao embrido se
desenvolver na auséncia de fonte externa (materna) de alimentacdo. O vitelo esta
localizado no polo vegetativo do ovo enquanto que as estruturas citoplasmaticas e o
nucleo estdo completamente deslocados para o polo animal e restritos a uma pequena area
(Figura 1). Devido a grande quantidade de vitelo, o sulco de clivagem desenvolve-se em
um pequeno disco de citoplasma ativo no polo animal. (GILBERT, 2003).

Ndcleo
Camara .. - Vitels
de ar Casca
Albumen

b) Galinha

Figura 1. Constitui¢do do ovo de galinha.
Fonte: https://pt.slideshare.net/domenicapalomaris/tipos-de-ovos-e-clivagem-pptx-24846673

Nas aves, 0 processo de clivagem inicia-se ap0s a fertilizacdo do 6vulo no istmo
do oviduto. Depois da terceira clivagem, o ovo deixa o istmo e direciona-se ao Utero, onde
aumenta o numero de blastdmeros e forma o blastodisco ou blastoderme (Figura 2). Na
regido central do blastoderme, as células mais profundas sdo descartadas para formar a
zona peldcida translicida, enquanto as externas formam um anel periférico mais escuro,

a zona opaca. No momento da postura, o blastoderma é constituido por 60.000 células,
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sendo que algumas sdo delaminadas em cavidades subgerminais para formar a camada

do epiblasto, que dard origem ao embrido e o hipoblasto, que origina as estruturas
extraembrionarias. (WOLPERT et al., 2000; GILBERT, 2003; GARCIA; FERNANDEZ,

2006).
mue\ ::’mcc
chvagoem \ .. M & L E
L= e —
%< |
vilglo vitdo
v'v‘-)
el e
NSO =
€8pE00 suiga-m'ral

mesEnquima (CHulis em processo de miraghn)

Figura 2. Clivagem e formagé&o do epiblasto no embrido de galinha.

Fonte: WOLPERT et al., 2000.

A gastrulacéo se inicia com o desenvolvimento da linha primitiva, que determina

0 eixo do embrido. Essa linha é formada pelo espessamento causado pelo ingresso de

células mesodérmicas do epiblasto para dentro da blastocele, e pela migracao de células

da regido lateral posterior em direcéo ao centro (Figura 2). A linha primitiva se estende

em 60-75% do comprimento da &rea pellcida. Os intensos movimentos celulares dao

origem aos trés folhetos embrionarios ectoderma, mesoderma e endoderma. Na segunda
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fase da gastrulacao, a linha primitiva comeca a regredir movendo o nédulo de Hensen de
uma posicdo proxima do centro da &rea peltcida para uma posicdo mais posterior. A
gastrulacdo gera embrides com distinto grau de maturidade e desenvolvimento antero-
posterior. Enquanto uma porcao de células da regido posterior esta gastrulando, outras na
porc¢do anterior ja estdo comecando a formar 6rgdos. (WOLPERT et al., 2000; GARCIA;
FERNANDEZ 2006;).

A notocorda e os somitos sdo formados a medida que o nédulo de Hensen regride.
Simultaneamente, o sulco neural comeca a se desenvolver como um par de pregas neurais,
seguido pelo dobramento e fechamento do tubo neural, avangando em direcédo cefélica e
caudal até que pequenas areas permanecam abertas em ambas as extremidades (Figura 3).
Acompanhando a neurulagéo e o desenvolvimento da dobra cefélica, 0 embrido também
se dobra lateralmente para formar o intestino primitivo. Os dois tubos endocardicos
juntam-se, formando um oOrgdo localizado ventralmente e 0s somitos originam as
veértebras, 0s musculos axiais dos membros e a derme. (WOLPERT et al., 2000; MOORE;
PERSAUD, 2008; DEBIASI, 2011).

N
preganeural ~———____ 7[\ ki
UL g S~
— g _'_

mesenquima  ~—___

fenda nevral
intestino anterior

notocorda

mesoderme
extra-embrionéria

prega cefdlica ~———___ — ik A4 ] >

placa neural

endoderme

Figura 3. Desenvolvimento do Tubo Neural e Mesoderme no Embrido de Galinha.
FONTE: WOLPERT et al., 2000.

Aproximadamente trés dias ap0s a postura do ovo, o embrido possui 40 somitos,
cabeca bem desenvolvida, coracdo formado e vasos conectados com os tecidos
extraembriondrios, possibilitando assim a circulagdo com batimentos cardiacos. Nesse
estagio, 0 embrido recebe a nutricdo através das membranas extraembrionérias, prote¢éo

mecénica proveniente do saco amniético cheio de fluido e um alantoide para o



20

armazenamento dos produtos oriundos da excre¢do. No tempo restante, antes da ecloséo,
se desenvolvem os olhos e os ouvidos, o embrido cresce em tamanho e os 6rgdos internos
se desenvolvem. As asas, pernas e bico se formam e as penas surgem nas asas € no corpo.
Apbs 21 dias de incubacdo o pinto eclode (Figura 4) (DEBIASI, 2011).
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Figura 4. Desenvolvimento embrionario de uma galinha. A- Estaglo 4 do
desenvolvimento embrionério; B- Estagio 14 do desenvolvimento embrionério; C- Fase
de organogénese (Estagio 30); D- Ciclo completo do desenvolvimento de uma galinha,
desde a oviposicdo até a formacdo adulta. Estagios descritos de acordo com Hamburger-

Hamilton (1951)
Fonte: http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/biol3530/db_ch02/dbnmodel.html (modificado)

2.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO versus AGENTES TERATOGENICOS.

Os agentes teratogénicos podem causar graves anomalias congénitas em embrides.
Tais distdrbios sdo causados em periodos criticos do desenvolvimento, durante a
diferenciacdo ativa de um tecido ou 6rgdo. Os 6rgdos tém diferentes periodos criticos
durante o seu desenvolvimento, sendo que o cérebro e 0 esqueleto se destacam por serem
mais sensiveis, desde come¢o da sua formacdo até o nascimento. (GILBERT, 2003;
GOMEZ DUMM, 2006; MOORE; PERSAUD, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Semana gestacional versus anomalias congénitas
Fonte: http://107.21.65.169/content/ ABAAAAzvMAF/embriologia

Segundo Rivero (2005), o acetato de chumbo é considerado como um agente
teratogénico multipotente, capaz de causar alteracGes no desenvolvimento embrionério.
Além disto, interfere nos mecanismos de morfogénese, como atraso no desenvolvimento,
alteracdes no padrdo do sistema nervoso e malformac6es, podendo levar a morte.

Estudos de analise morfologica em embrides de aves revelaram que o metal
cadmio, também atua como um agente teratogénico, causando graves alteracdes na regido
cefalica dos embriGes expostos a este metal durante o desenvolvimento (YAMAMOTO,
2009). Além disso, pesticidas e compostos organicos de mercdrio tém causado
anormalidades (GILBERT, 2003).

Alguns compostos quimicos encontrados naturalmente no ambiente também
podem causar defeitos de nascimento. (GILBERT, 2003). Segundo Matos (2009),
embrides de aves expostos ao extrato da planta de Ateleia glazioviana apresentam
alteracOes no sistema cardiovascular, tendo como consequéncia a inviabilidade ou morte
do embriéo.

No ser humano, os maiores efeitos sobre o feto associados a radiacdo sdo retardo

mental, microcefalia e retardo de crescimento. E estimado que a incidéncia geral de
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malformacdes para fetos expostos in utero durante os 4 primeiros meses da gestacdo esta
em torno de 0 a 1 caso por 1000 irradiados por 1 rad. O risco teérico maximo atribuido a
exposicao a 1 rad é de aproximadamente 0,003%, sendo, portanto, muitas vezes menor
que o risco de abortamento, malformacGes espontaneas ou doencas genéticas. Por esta
razdo, ndo ha nenhum dado que sugira que haja aumento do risco para o feto de aborto,
retardo do crescimento ou malformagdes congénitas com doses menores que 5 rads (dose
absorvida de radiacdo), o que é o caso das exposicOes a raio-X para fins diagndsticos
(BRENT, 1986; WILLIAMS-FLETCHER, 2010).

A capacidade de um agente produzir defeitos congénitos depende do gendtipo do
concepto, estagio do desenvolvimento por ocasido da exposi¢do, da dose e da duracdo da
exposicdo. O mecanismo de acdo dos teratdgenos pode envolver a inibicdo de um
processo bioguimico ou molecular especifico, a patogénese pode envolver morte celular,

diminuicdo da proliferacdo celular ou outros fendmenos celulares. (SADLER, 2005).

2.4 A FAMILIA LAURACEAE

As primeiras evidéncias do uso de plantas com fins terapéuticos datam de 460 a.C
(CONSERVA, 1985). No entanto, as primeiras informacdes sobre 0 uso sistematico de
plantas como medicamentos datam da india Antiga (OLIVEIRA, 1986; CARVALHO et
al., 2002). A busca de novos compostos vegetais com agao antimicrobiana se apresenta
como um modelo experimental, ecologicamente correto, para se produzir substancias que
sejam eficazes e menos agressivas ao meio ambiente e aos homens, contribuindo, assim,
com a melhoria da qualidade de vida (MELO, 2012).

O Brasil possui uma grande biodiversidade de plantas, sendo detentor da maior
floresta equatorial e tropical imida do planeta, o que implica numa consideravel
quantidade de produtos naturais a serem pesquisados, despertando interesse nas mais
variadas areas de investigacdo como bioldgica, quimica, farmacéutica, médica e
biomedicas, econdmica, entre tantas outras (FIRMO et al., 2014).

As plantas da familia Lauraceae tém distribuicdo pantropical, sendo bem
representadas na América, Asia tropical, Australia e Madagascar, e pouco expressivas no
sul da Africa, possuindo 2.500 espécies subordinadas a 50 géneros (ROHWER, 1986;
ARAUJO et al., 2016). No Brasil, ocorrem 19 géneros e cerca de 390 espécies que
habitam, em sua maior parte, as florestas pluviais e também as restingas e 0s cerrados
(BARROSO, 1978, VICENTINI et al., 1999). Sdo arvores e arbustos encontrados nas

florestas tropicais e subtropicais com casca, folhas verdes e frutos.
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Os principais géneros incluem Cinnamomum (250 spp.), Ocotea (300-400 spp.),
Persea (150 spp.), Litsea (400 spp.), Cryptocarya (200-250 spp.), Aniba (40 spp.),
Neolitsea (80 spp.), Lindera (100 spp.), Laurus (2 spp.) (EVANS, 1996). Algumas
espécies tém sido utilizadas pelas inddstrias para a fabricagdo de diversos produtos,
porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as comunidades tradicionais que detém
o0 conhecimento empirico da utilizagdo dessas plantas (MARQUES, 2001).

As Lauraceae destacam-se entre as demais familias pela sua importancia
econémica que é conhecida desde os tempos remotos, através de documentos da China
de 2800 a.C., onde ja era empregado o 6leo de Cinnamomum camphora e de outras
espécies do género na medicina (MELO et al., 2013). As folhas de Laurus nobilis, o
loureiro, eram utilizadas pelos antigos gregos e romanos para confeccionar coroas, com
as quais se homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estdo entre os condimentos
conhecidos da culinaria de todo o mundo. O produto alimenticio mais comercializado em
quase toda a América é o fruto de Persea americana, o abacateiro, do qual também se
extrai, do mesocarpo e da semente, 0 6leo para a fabricacdo de cosméticos (BARBOSA.-
FILHO, 1990).

Atualmente, o potencial econdmico das espécies dessa familia € usado na industria
de perfumaria e na industria quimica (A. roseadora, A. carnellita, A. parviflora), em
marcenaria (O. organensis, Aniba firmula, A. terminalis) e construcdo civil (Ocotea
acutifolia, O. acyphylla, O. catharinensis), na culinaria (Persea americana, P. gratissima,
Laurus nobilis), na fabricacdo de papel (Ocotea puberula, O. elegans), e, ainda, na
medicina popular (Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O. teleiandra, Laurus
nobilis e Aniba riparia) (MARQUES, 2001; JOSHI et al., 2010). Essa importancia
econbmica que as Lauraceae apresentam e a inexisténcia de programas efetivos de manejo
florestal sdo alguns dos fatores que colocam sob perigo de extincdo da maior parte de
suas espécies (ARAUJO, 1994; VEIGA-JUNIOR, 2008).

2.5 ANIBA riparia (Nees) Mez

Podemos encontrar a Aniba como um género que compreende cerca de 40 espécies
de arbustos e arvores de planicie, com o centro da sua diversidade na Amazonia e nas
Guianas, podendo estender-se para os Andes, as montanhas do norte da Venezuela e leste
e sul do Brasil (CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Uma de suas espécies, a Aniba riparia (Nees) Mez é conhecida popularmente

como “louro”, “louro-faia” ou “pau-rosa” (MARQUES, 2001). Essa planta apresenta
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algumas caracteristicas peculiares, tais como, folhas cartaceas, foscas em ambas as faces,
reticulacdo aureolada, ramos de 3 mm de espessura, marrons e lenticelados, peciolo
canaliculado, engrossado na base e gema terminal menor que 4 mm (VICENTINI et al.,
1999) (Figura 6).

Segundo Barbosa-Filho (1997), a quimiodiversidade e potencialidade
farmacoldgica da flora brasileira sdo imensuraveis e permite o estudo de plantas nativas
de cada regido bem como o estudo de plantas exdticas na Paraiba como é o caso da Aniba
riparia (Nees) Mez,( Lauraceae), arvore tipica da regido amazonica. Pode-se obter um
extrato dos frutos e dos calices persistentes desta planta que possuem atividade antibiotica
comprovada contra Candida albicans, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae e
Staphylococcus aureus (MARQUES, 2001).

Figura 6. Aniba riparia (Nees) Mez

Fonte: http://fml.fieldmuseum.org/vrrc/?page=view&id=26963

2.6 ALCAMIDAS

As alcamidas naturais constituem uma classe especial de alcal6ides contendo uma
funcio amida restrita a poucos representantes na natureza (CATAO et al., 2005). Do
ponto de vista biogénico, as alcamidas representam uma classe distinta de produtos
naturais que se forma ao serem conjugadas nas diferentes rotas metabolicas, sendo,
portanto, metabolitos secundarios, cuja estrutura geral se origina da condensacdo de um



25

acido graxo insaturado e uma amina, formando assim, uma amida (alcamida) (HOFER et
al., 1986).

O grupo funcional amida é ubiquo; encontra-se em todos 0s organismos Vivos
constituindo as uniBes peptidicas, isto €, uma unido entre os aminoacidos para a formacéo
da estrutura primaria de uma proteina, base funcional da vida. As amidas como produtos
naturais, por outro lado, ndo séo tdo abundantes. No entanto, as alcamidas sdo
consideradas compostos bioativos, isto é, uma pequena quantidade desses compostos
apresenta uma resposta notavel nas células receptoras (TORRES & CHAVEZ, 2001).

As alcamidas podem ser formadas a partir de feniletilaminas naturais, como a
tiramina e a dopamina, com acidos organicos. A tiramina tem sido frequentemente
encontrada em conjugados formando alcamidas em algumas plantas, como por exemplo,
na forma de N-trans-coumaroil-tiramina na espéecie Piper sanctum (MATA et al., 2004),
na forma de N-feruroil-tiramina na Piper argyrophylum (SINGH et al., 1996) e na forma
de N-benzoil-tiramina na Aniba riparia (BARBOSA-FILHO et al., 1987), além de seus
analogos.

Do ponto de vista fitoquimico, a Aniba riparia (Nees) Mez, fornece uma classe
especial de alcaloides contendo uma funcao alcamida, restrito a poucos representantes na
natureza (BARBOSA-FILHO et al.,, 1987; CASTELO-BRANCO, 1992). Apos a
elucidacéo estrutural de um dos seus compostos 0 O-metil-N-(2-hidroxibenzoil) tiramina
verificou-se que, biogeneticamente, esta molécula era resultado da condensacéo de duas
substancias: o éter metilico da tiramina (agente simpaticomimético) e o acido salicilico
(agente queratolitico e antimicético); despertando a partir dai, o interesse para se verificar
a potencialidade farmacolégica deste produto natural, de modo que este e outros analogos
foram sintetizados no Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade
Federal da Paraiba (BARBOSA-FILHO et al., 1990), das quais, trés sdo de ocorréncia
natural e foram isoladas pela primeira vez da Aniba riparia (Nees) Mez. (Lauraceae),
sendo chamadas de riparinas (I, Il e 111), denominacéo esta em referéncia a planta, onde
a riparina Il representou 34% de todos os componentes extraidos (BARBOSA-FILHO
et al. 1987).

2.7 RIPARINA 111 (O-metil-N-2,6-dihidroxibenzoil-tiramina)

Isolada do fruto verde de Aniba riparia, a riparina 111 é um alcaléide do ciclo ndo

heterociclico, mais especificamente, uma alcamida natural, caracterizada como uma
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feniletilamida de acido benzoico, é o componente majoritario isolado do fruto nédo
maduro. E formada da unifo da tiramina, uma feniletilamina, e o &cido benzdico.
Apresenta duas substituicdes no anel do acido benzoico, acrescentando duas hidroxilas.
Além disso, o anel da tiramina apresenta um metil ligado ao oxigénio formando uma

funcao eter (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura quimica da Riparina 11l

Fonte:http://www.repositorio.ufc.br/bitstream/riufc/19475/1/2015_art_asvasconcelos.pdf
(modificado)

2.8 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DAS ALCAMIDAS NATURAIS DE
Aniba riparia

O uso tradicional desta planta ndo é registrado na literatura, no entanto, estudos
farmacoldgicos com os constituintes maiores isolados, as riparinas I, 1l e I1l, mostram
alguns efeitos bioldgicos (ARAUJO, 2016).

Alguns pesquisadores tiveram o interesse em verificar a potencialidade
farmacoldgica das amidas naturais isoladas do fruto verde de Aniba riparia, riparina | e
I1l, além de uma analoga sintetizada, riparina XIII, sobre cepas de microorganismos
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. As amidas mostraram-se
eficazes frente as cepas de ambos microorganismos, no entanto, o maior percentual de
atividade foi contra as cepas de S. aureus. Além disso, foram testadas drogas usadas
rotineiramente na clinica médica como, por exemplo, penicilina, ampicilina e lincomicina
contra S. aureus e, tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol-trimetropina e cloranfenicol
contra E. coli e, observou-se que a sensibilidade destas cepas frente a esses
antimicrobianos foi menor que a das riparinas, mesmo tratando-se de cepas
multirresistentes (CATAO et al., 2005).

Em acdes farmacoldgicas estudadas, foi demonstrado que a riparina IlI
apresentou potente atividade relaxante no musculo liso. Em concentragdes de 8 a 30 uM

essa amida antagonizou as contragdes induzidas por acetilcolina e histamina em ileo de
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cobaia, além de inibir as contracdes induzidas por ocitocina e bradicinina em Gtero de
ratas virgens. Além disso, em traquéia de cobaia, inibiu o tébnus espontaneo (IC50 7,7
M) e as contracGes induzidas por carbacol (IC50 10 uM) (CASTELO-BRANCO et al.,
1991; CASTELO-BRANCO, 1992).

O efeito espasmolitico da riparina Il foi investigado levando em consideracdo o
envolvimento do composto com o0 metabolismo do Ca2+. Foi demonstrado que a riparina
influxo de Ca2+ para o meio intracelular e da inibicdo da liberacdo dos estoques
intracelulares de Ca?+, ndo envolvendo a participacdo da geracdo de AMPc (THOMAS
etal., 1994).

Além disso, as riparinas I, Il e Il apresentam efeito hipotensor e bradicéardico
transitdrio, devido a uma acdo que parece envolver, principalmente, um componente de
origem parassimpatica a nivel cardiaco (SEIXAS, 1996).

Alguns estudos foram feitos com relagéo a toxicidade aguda das amidas de Aniba
riparia e os resultados obtidos mostraram que as trés substancias (riparina I, Il e I1I)
quando administradas por via oral (v.0.) em doses de até 1 g/kg ndo causaram mortes de
camundongos em até 48h. A toxicidade, por via intraperitoneal (i.p.), em doses
semelhantes de riparina | e 1l também nédo foram letais. Contudo, a riparina Il causou
mortes de forma dose dependente e o valor da DL50 obtida graficamente a partir do
grafico de probitos log dose foi de 104,2 mg/kg. Além disso, foram realizados testes
hipocraticos para verificar se essas amidas, nas doses de 500 mg/kg, v.o. e i.p., para
riparina | e 11, e 500 mg/kg v.o. e 35 mg/kg i.p. para riparina I1l, provocariam alteragdes
centrais, autondmicas ou musculares. Os resultados obtidos mostraram que as trés amidas
ndo causaram mudancas significantes nas funcdes descritas acima nas doses analisadas
(CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Além desses efeitos investigados por diversos pesquisadores, estudos realizados
no laboratorio de Neurofarmacologia da Universidade Federal do Ceard mostraram que
as trés riparinas apresentam efeitos sobre o sistema nervoso central, como antidepressivo
e ansiolitico, além de efeitos analgésicos, dados que foram publicados em diversos
trabalhos. As investigacdes sobre 0 SNC mostraram que as trés substancias apresentam
efeitos ansioliticos em modelos animais de labirinto em cruz elevado e placa perfurada,
com o possivel envolvimento do sistema gabaérgico (SOUSA et al., 2004; SOUSA et al.,
2005; SOUSA et al., 2007; MELO et al., 2006). A riparina 1l também apresentou efeito
anticonvulsivante em modelo de convulsdo (VASCONCELOS et al.,2015) induzido por
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pentilenotetrazol e efeito antidepressivo em modelos animais de nado forcado e
suspensdo da cauda, em testes de screening de agdes centrais, que geraram uma
dissertagdo de mestrado e dois trabalhos publicados (SOUSA et al., 2004; MELO et al.,
2006). Mais recentemente, a riparina | apresentou efeito analgésico no teste de contorc¢des
abdominais e formalina (ARAUJO et al., 2009), e a riparina |1, também apresentou efeito
antidepressivo, com a participacdo dos sistemas monoaminérgicos em seu efeito
(TEIXEIRA et al., 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL.
Estudar o efeito da riparina Il sobre a morfogénese do sistema nervoso central em

embrido de Gallus gallus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Proceder a incubacdo dos ovos de Gallus gallus fertilizados e injetados com a riparina
III nas concentragdes 25, 50 ¢ 100 ug/mL com 24 horas de incubacéo;

- Avaliar as caracteristicas anatomo-morfoldgicas do embrido de Gallus gallus sobre o
efeito da riparina III nas concentragdes 25, 50 e 100 ug/mL, através da montagem total;
- Realizar analise histométrica das estruturas do sistema nervoso (tubo neural e somitos)
de embrido de Gallus gallus sobre o efeito da riparina 11 nas concentragdes 25, 50 e 100

pg/mL, através de preparagdes embrioldgicas coradas com Hematoxilina.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

- Comité de Etica

Esta pesquisa teve a aprovacdo do Comité de Etica para trabalhar com animais
experimentais (N° 23076.022496 / 2015-89).

- Local de realizacio dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos do
Departamento de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).
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- Amostra teste

Foram utilizados produtos sintéticos originados da Aniba riparia (Nees) Mez
(Lauraceae), a Riparina Il pertencente a classe quimica Benzoil-tiramina, procedente do
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF -
UFPB). O composto testado foi cedido pelo Professor Dr. José Maria Barbosa Filho do
LTF- UFPB.

- Aquisicdo e higienizacdo dos ovos

Os ovos foram adquiridos da G3 Agroavicola, localizada na cidade de Pombos no
Estado de Pernambuco, com um dia de fertilizados. Antes dos experimentos foram
higienizados com papel toalha, levemente umedecida com etanol 70% colocados na
chocadeira por 24 horas para disparar o desenvolvimento. Apenas ovos com
aproximadamente 70g foram numerados com l&pis preto na prépria casca para identifica-

los com relacdo aos grupos experimentais.

- Grupo experimental

Nesse estudo foram manipulados um total de 80 ovos fertilizados. De acordo com
Berger (1971 apud SCHATZ, 2003), as espécies utilizadas neste estudo apresentam a
seguinte classificacdo taxonémica: Classe Aves; Subclasse Neornithes; Super Ordem
Neognathae; Ordem Galliformes; Familia Phasianidae. Dos 80 ovos fertilizados, apenas
70 apresentaram embrides de galinha Gallus gallus e foram incubados em uma chocadeira
automatica (Marca: NELIPE) umidificada a 37,5°C por 24 horas, com umidade
atmosférica mantida através de um recipiente com 2000 mL de agua, que foi trocada a
cada dois dias. Diariamente, a chocadeira foi aberta por trés minutos para renovacéo do
ar. O disco embrionério foi identificado pela técnica de ovoscopia. As solu¢fes foram
injetadas no ovo através da cdmara de ar em um volume de 10uL. Os ovos, entdo, foram
incubados por mais 24 horas e separados em dois grupos (Tabela 1): (1) grupo controle,
0s quais foram injetados com solugéo salina tamponada (PBS, pH 7,0); (2) grupo teste,
nos quais foram injetadas as soluc¢des de Riparina 111 em diferentes concentracoes (25, 50
e 100 pg/mL) (Figura 8).
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Figura 8. Ovos selecionados para grupo controle (PBS) e grupo experimental nas

concentragdes 25, 50 e 100 pg/ml de Riparina Il
Fonte: Lima,2017

Tabela 1. Quantidade de ovos utilizados para o experimento

Grupo: Quantidade ovos
PBS - Controle 20
25ug/ml de Riparina I11 16
50pug/ml de Riparina I 17
100pg/ml de Riparina Il 17
Total 70

Fonte: Lima, 2017

Para administracdo da dose foi usada uma agulha com didmetro externo de 0,70
mm (tamanho: 25x7), para perfurar a casca do ovo e dessa forma facilitar, posteriormente,
a entrada da agulha de insulina que foi utilizada para injetar as solu¢fes. Apos a injecdo
das solucdes, os orificios feitos nos ovos foram selados com fita adesiva e estes voltaram
a ser incubados na chocadeira.

- Processamento dos ovos incubados

Ap0s a ultima incubacdo de 24 horas (Figura 9), os ovos foram quebrados com o

auxilio de tesoura e pinca de ponta fina, o disco embrionario recortado e transferido com
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0 auxilio de um pincel para uma placa de Petri, contendo PBS para remocéao do excesso
de vitelo.

Figura 9. Foto da chocadeira automatica (Marca: NELIPE) para a incubagdo dos ovos
Fonte: Lima, 2017

4.2 ANALISE MORFOLOGICA

- Procedimento Histoldgico: Montagem Total

Os embrides com 24 horas de incubacdo foram processados com a técnica de
montagem total. Os ovos, inicialmente, foram abertos (Figura 10) e seus discos
embrionarios recortados com auxilio de tesoura e pinga. Posteriormente, os embrides dos
grupos controle e experimentais foram colocados em placas de Petri contendo PBS e,
lavados para remogdo do excesso de vitelo (Figura 11). Em seguida, foi colocado, sobre
o disco embrionario, um papel filtro retangular com um recorte em forma de losango na
regido central para encaixar sobre o embrido, com o intuito de manté-lo distendido e
posteriormente ser submerso na solugéo fixadora (BOUIN) por 24 horas a temperatura
ambiente, em uma placa de Petri fechada.
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Figura 10. Ovo aberto indicando local do disco embrionario area circundada em

vermelho.
Fonte: Lima, 2017

Figura 11. EmbriGes lavados com PBS em placas de petri para remog&o do excesso de
vitelo. A - grupo controle; B - dose de 25ug/ml de Riparina Il1; C - dose de 50ug/ml de

Riparina Il1; D - dose de 100pg/ml de Riparina I11.
Fonte: Lima, 2017.

Apo6s a fixacdo, os embrides foram lavados em agua destilada e colocados em
etanol 70%, onde permaneceram por 12 horas. Posteriormente, os embrides foram
hidratados em agua destilada por 10 minutos (2 banhos de 5 minutos cada) e submersos

no corante Hematoxilina-eosina por 30 segundos e lavados com agua destilada.
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Ap0s a etapa de coloracdo, os embrides foram desidratados em uma série alcodlica
crescente (etanol a 70, 80, 90% e 100% por 10 minutos cada) e, em seguida, foram
diafanizados em dois banhos consecutivos de xilol, por 10 minutos cada (Figura 12).

Para a montagem das laminas permanentes foi utilizado Entellan®. Apods a
confeccdo das preparacGes embriologicas permanentes, a analise foi realizada em um
sistema de microscopia Optica (Microscépio LABOMED LX 400, com camera digital
MOTICAM 1000 1.3M Pixel-USB 2.0, QUIMIS) para captura e registro das imagens,
utilizando o Software MOTIC Image Plus 2.0.

| T

Figura 12. Desidratacdo em série alcoolica e diafanizacdo em xilol dos embribes

Fonte: Lima, 2017

- Procedimento Histoldgico para Analise Morfométrica

A andlise morfométrica foi realizada segundo a avaliagdo referente ao
desenvolvimento do Tubo Neural (estruturas precursoras do Sistema Nervoso Central),
com mensuracao da largura do tubo neural e comprimentos dos somitos, utilizando o
Software ImageJ (Figura 13).
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Figura 13. Exemplo de mensuracdo da largura do tubo neural (um): circulo vermelho.
Embrido no estagio 10 H.H do grupo experimental de RIP50. Area = area; Perim. =
perimetro; Angle= angulo; Length = comprimento

Fonte: Lima, 2017

- Determinacéo do estagio embrionario

O estagio de desenvolvimento embrionario foi determinado de acordo com o
nimero de somitos seguindo as caracteristicas descritas (Tabela 2) por Hamburger-
Hamilton (1951). Outras caracteristicas, além do nimero de somitos, podem ser podem

ser observadas em cada estagio, segundo H.H (Figura 14).
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Tabela 2. Caracteristicas presentes nos embrides de galinha de acordo com o estadio de

desenvolvimento embrionario, segundo Hamburger e Hamilton (1951).

Estagio Caracteristicas
embrionario
9 Sete somitos.

29 a 33 horas.
Vesiculas Opticas primarias estao presentes.

Os pares primordios do coracdo comecam a se fundir.

10 Dez somitos.
33 a 38 horas.
O primeiro somito esta se dispersando e nédo esta incluido nas
contagens das fases subsequentes.
Primeira indicacdo da flexura craniana.
Trés vesiculas cerebrais primarias sdo claramente visiveis.
Vesicula Optica ndo se contraiu em bases.

Coracdo inclina-se ligeiramente para a direita.

11 Treze somitos.
40 a 45 horas.
Leve curvatura craniana.
Cinco neurémeros da parte posterior cerebral sdo distintos.
O neurdporo anterior esta se fechando. ,
As vesiculas dpticas estdo constringidas nas bases.

Coracdo inclinado para a direita.

12 Dezesseis somitos.
45 a 49 horas.
A cabeca esté inclinada para o lado esquerdo.
Neuroéporo anterior fechado.
Telencéfalo presente.
Vesiculas opticas primarias e haste dtica bem estabelecidas.
O conduto auditivo é extenso e profundo, mas aberto.

Coragao esta ligeiramente em forma de “S”.

Fonte: Hamburger-Hamilton (1951) (adaptado).
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Figura 14. Fotomicrografias de embries nos estagios 9 a 12 H.H. C = coragdo; FC =
flexura craniana; M = mesencéfalo; N = neurdporo anterior; O = vesicula dptica; P =
<prosencéfalo; PC = pares primdrdios do coracdo; R = rombencéfalo; S = somitos; T =
telencéfalo

Fonte: Hamburger-Hamilton (1951).

- Analise estatistica

A andlise de dados foi realizada com o teste One Way (ANOVA). Valores de
probabilidade p <0,05 foram considerados para indicar diferenca significativa. O software
SigmasStat 3.5 foi utilizado para andlise.

5 RESULTADOS

Durante o procedimento de montagem total dos embrides, foi estabelecido que
cada embrido deveria ter, pelo menos, quatro pares de somitos, dobras neurais do futuro
mesencefalo e uma por¢do do cérebro posterior, 0 que significa estabelecer os critérios

de um ovo saudavel e desenvolvimento bioldgico normal, além de maior visualizacao de
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estruturas. Apo6s 24 horas de incubacdo pds-injecdo dos grupos pesquisados, 32,85%
(n=23) dos embrides apresentaram desenvolvimento insuficiente (estagio inferior a 8),
enquanto outros 7,14% (n=05) foram perdidos pelo procedimento histolégico devido ao
rompimento das membranas extraembrionarias no momento de recortar o disco
embrionario (Tabela 3).

Os estagios do desenvolvimento embrionario estudados foram classificados entre
9 e 12, com a maioria obtida entre 10 e 11 (Figura 15). Em todos os grupos (n=42),
identificamos 9,52% de embrifes no estagio 9, 52,38% de embrides no estagio 10,

35,71% de embrides no estagio 11 e 2,39% de embrides no estagio 12 (Tabela 4).

Tabela 3. Demonstracdo do grupo controle e a distribuicdo dos trés grupos experimentais

com embrides de Gallus gallus.

Grupo  Grupos Experimentais (Riparina I11-pg/ml)

Controle Doses
25 50 100
NUmero de ovos 20 16 17 17
Desenvolvimento Normal 12 10 10 10
Desenvolvimento Insuficiente 6 6 6 5
Perdido por procedimento 2 - 1 2

histoldgico

FONTE: LIMA, 2017

Na tabela 3, todos os grupos tiveram uma quantidade de embrides em bom
desenvolvimento estudados. O grupo controle e o grupo experimental de Riparina 111 100
ug/ml perderam dois embrifes cada por procedimento histologico incorreto, enquanto
que no grupo experimental de Riparina 11l 50 pg/ml perdeu-se apenas um embrido.
Desenvolvimento insuficiente significa estdgio embrionario menor que 8, de acordo
Hamburger-Hamilton (1951).
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Tabela 4. Quantitativo dos estagios embrionarios (no periodo de 24 horas) de incubacéao
com o produto teste (Riparina Ill) e de acordo com a classificagdo proposta por
Hamburger e Hamilton (1951).

Laminas
Grupos Estagio | Estagio | Estagio | Estagio
9 10 11 12
Controle (PBS) 1 5 6
Experimental Riparina III dose 25 pg/ml --- 6 3 1
Experimental Riparina III dose 50pug/ml 2 4 4 -
Experimental Riparina III dose 100pg/ml 1 7 2 ---

FONTE: LIMA, 2017

E - iy b v
L0 18 Yoo -0
Figura 15. Fotomicrografias de embrides de Gallus gallus nos estagios 10 e 11 H.H. A e
B - controle (PBS). C e D (25 pg/ml), E e F (50 pug/ml), G e H (100 pg/ml) — tratados com

Riparina I1l. Nota-se presenca de somitos sem alteragcdes. Aumento: 4x (Hematoxilina).
Fonte: Lima, 2017



39

Quando os embribes de Gallus gallus foram examinados quanto a condicéo
morfométrica, observamos diferencas entre 0s grupos experimentais com relacdo ao
comprimentos de somitos e largura do tubo neural. No grupo com Riparina Il na dose 25
pg / ml (RIP 25), os comprimentos dos somitos mostraram-Se muito proximos ao grupo
de controle (PBS), exceto para a largura do tubo neural. Os somitos aumentaram de
comprimento significativamente com as dosagens de Riparina Il de 50 (RIP 50) e 100
(RIP 100) pg / ml (df = 3,41, p < 0,001, F = 37,14, t = 7,919). Em relag&o a largura do
tubo neural, os resultados mostraram-se significativos em todos 0s grupos tratados
quando comparados com o controle (df = 3,41, p<0,001, F=12,478, ,t=2,184 com RIP
25,1=2,822 com RIP 50 e t = 3.401 com RIP 100) (Tabela 5).

Tabela 5. Média comparativa do comprimento dos pares de somitos e largura do tubo
neural (um) dos grupos controle e experimentais com embrides de Gallus gallus. Teste
estatistico ANOVA (p<0,05).

Grupo  Grupos Experimentais (Riparina I11-pg/ml)

Controle Doses
25 50 100
Comprimento dos pares de 1,50 1,54 1,92 1,92
somitos
Largura do tubo neural 1,55 1,10 2,10 1,90

FONTE: LIMA, 2017

6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que a administracdo da Riparina
I11 foi capaz de alterar os somitos e tubo neural dos embrides de galinha. Foi medido a
largura do tubo neural em todos os embrides no estudo a partir do quarto par de somitos
em direcdo caudal; nao sendo detectadas alteracbes morfologicas nos embrides quando
comparado ao grupo controle.

O periodo entre o surgimento da placa neural e o fechamento do palato, ou seja,
entre o décimo oitavo ao sexagesemo dia de gestagdo, representa a fase com maior

probabilidade de aparecimeno de anomalias congénitas e muitas dessas originam-se de
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insuficiéncia na formacgdo do tubo neural (VON RENKLINGHAUSEN, 1886 apud
GUVENC et al 2013) ou reabertura apds a formacéo do tubo neural (GARDNER, 1960).

Fatores ambientais que poderiam influenciar o desenvolvimento do concepto
podem causar anomalias congénitas nesse periodo. O fator de risco mais conhecido para
o defeito do tubo neural (DTN) é a deficiéncia materna de folato (AU, ASHLEY-KOCH,
NORTHRUP, 2010; LO, POLSEK, SIDHU, 2014). Outros fatores de risco para o
desenvolvimento de DTN incluem histérico familiar positivo, tabagismo e poluicéo do ar
(BEDFORD, 1972, PANDEY, UPADHYAY, 2012). Muitos estudos tém sido feitos em
embrides de galinha para investigar a etiologia do DTN, sendo avaliado os efeitos de
fatores ambientais (CETINKAL et al., 2010, DALGIC et al., 2009, GUVENC et al.,
2013, SIMSEK et al., 2012, TEMIZ et al., 2009, WHITSEL, JOHNSON, FOREHAND,
2002).

A febre alta na mée durante o primeiro més de gestacdo, o uso de alcool durante
a gravidez e o uso de alguns farmacos antiepilépticos podem estar relacionados com
etiologia dos defeitos de fechamento do tubo neural (TUNCBILEK, BODUROGLU,
KASIFOGLU, 1999). Os estudos demonstraram que, em embrides com estagios iniciais
de Gallus gallus, o etanol, meloxicam em altas doses, progesterona em altas doses,
metotrexato de acido félico e cotinina incluida no cigarro causaram defeito de fechamento
do tubo neural (BARUTCUOGLU et al., 2001; DALGIC et al., ERDINCLER et al.,
2006, VATANSEVER et al., 2003).

O modelo de embrido de galinha em estagio de desenvolvimento inicial muitas
vezes € o escolhido para pesquisas por se tratar de um ensaio ideal que corresponde ao
primeiro més de desenvolvimento embrionario em mamiferos, sendo adequado para a
investigacdo de produtos quimicos no desenvolvimento de embrides. Numerosos agentes
quimicos como a cafeina, fenitoina, diazepam e anestésicos locais sdo conhecidos por
causar defeitos no tubo neural em embrides de galinha. (ERDINCLER et al., 2006,
GUNEY et al., 1999, LEE, NAGELE, 1985). Tural Emon et al. (2015) mostraram que 0
benzoato de sodio, um dos conservantes alimentares amplamente utilizados, ndo possui
efeito no desenvolvimento do tubo neural em embrides de galinha, mesmo em altas doses.
No estudo em questdo, foram utilizados embriGes a partir do estagio 8 H.H em funcéo da
clara visibilidade dos somitos, permitindo classificar os embrides em estagios.

A literatura cientifica enfatiza as a¢fes ansioliticas e antidepressivas da Riparina
Il em estudos experimentais basicos (VASCONCELOS et al., 2015; MELO, 2012;

SOUSA et al., 2004). Um estudo prévio utilizando modelos animais com depressao aguda
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verificou a normalizacdo do comportamento depressivo e um aumento adicional nos
niveis de monoaminas (MELO et al., 2013). Neste mesmo estudo foi verificado que a
Riparina 11 foi capaz de aumentar os niveis de monoaminas NA, 5-HT e DA no estriado
e no cortex pré-frontal, e NA e 5-HT no hipocampo, ao mesmo tempo que diminui seus
metabolitos no estriado e no cortex pré-frontal. Além disso, a Riparina A, um composto
obtido através da planta Aniba riparia, possui um potencial terapéutico para o tratamento
de doengas inflamatdrias que possivelmente, segundo Medeiros et al. (2015), a Riparina
Il poderia ser usada como um antidepressivo e ansiolitico para mulheres durante a
gravidez.

Na presente pesquisa, a investigagdo do efeito da Riparina Il sobre a
somitogénese e formacdo do tubo neural de Gallus gallus devera ser aprofundada para

melhor caracterizarmos a influéncia dessa substancia no processo de gastrulacéo.

7 CONCLUSAO
Com o presente trabalho foi possivel concluir que:

» Embrides de Gallus gallus expostos a Riparina 111 nas concentracGes de 50 e 100
pg/mL apresentaram aumento no comprimento dos somitos quando comparados
com o grupo controle.

» A largura do tubo neural variou com o uso de Riparina Ill, independente das

concentragOes estudadas (25, 50 e 100ug/ml).
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Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuce (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacdo Morfolégica de Embrides de Gallus
gallus domesticus L., expostos a produtos naturais e sintéticos bioativos com
énfase no desenvolvimento dos sistemas nervoso e cardiovascular”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se¢ de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliacdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério comercial localizado em Atenciosamente,
moreno & {ovos incubados). Animais; aves; Linhagem;

Gallus gallus domesticus; ldade; serdo embrido com 72
horas; O projeto vai usar 800 ovos em frés anos. @ / /
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