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A hérnia diafragmatica congénita (HDC) é uma doenga grave com alta mortalidade devido a
hipoplasia e hipertensdo pulmonar. A via do acido retindico tem sido implicada na patogénese
da HDC e pode ser uma alternativa de intervengdo na promog¢do da alveolarizacdo e
vascularizacdo pulmonar. O fator de crescimento vascular do endotélio (VEGF — Vascular
Endothelial Growth Factor) e seus receptores VEGFR1 e VEGFR2 tém importante fun¢do no
crescimento e na vascularizacdo pulmonar, e, possivelmente, na patogénese da HDC. No
entanto, ndo se conhece como o tratamento pré-natal com dcido retindico pode afetar a
vascularizacdo pulmonar e seus fatores de crescimento. O objetivo deste estudo foi analisar o
efeito do tratamento pré-natal com 4cido retindico na vascularizacdo pulmonar e na expressao
pulmonar de VEGF e seus receptores VEGFR1 e VEGFR?2 em fetos de rato com HDC induzida
pelo nitrofen (2,4-dicloro-4’nitrodifenil éter). Fetos de ratas Sprague-Dawley prenhes foram
divididos em oito grupos: 1) controle externo, 2) placebo 6leo nitrofen; 3) placebo 6leo acido
retindico, 4) tratados com dacido retindico, 5) expostos ao nitrofen sem HDC, 6) expostos ao
nitrofen com HDC, 7) expostos ao nitrofen sem HDC e tratados com é&cido retindico, 8)
expostos ao nitrofen com HDC e tratados com 4cido retindico. Nitrofen foi administrado por
via oral (gavagem) com 9,5 dias de gestacdo. Acido retindico foi administrado por via
intraperitoneal com 18,5, 19,5 e 20,5 dias de gestacdo na dose de 5 mg/kg/dia, a coleta fetal foi
realizada com 21,5 dias (termo=22 dias). Cada grupo fetal foi composto por 25 fetos. As
varidveis morfoldgicas estudadas foram: peso corporal (PC), peso pulmonar total (PPT), peso
do pulmao esquerdo (PPE) e a relagdo peso pulmonar total / peso corporal (PPT/PC). A
morfologia pulmonar foi estudada pela mensuracdo da média linear de interceptagdo (MLI) e
seus componentes didmetro interno dos espacos aéreos (DEA) e a relacdo de comprimento de
transeccdo do parénquima / espago aéreo (MCTP). A morfologia vascular foi estudada pela
mensuragdo do didmetro externo (DE), didmetro interno (DI) e espessura proporcional da
camada muscular média (ECM) de arteriolas pulmonares de resisténcia. A expressdao de VEGF
e dos receptores VEGFR1 e VEGFR2 foi analisada por meio de imunoistoquimica e western
blotting. Os dados morfoldgicos e morfométricos foram analisados pelo teste ANOVA com
pOs-teste de Tukey-Kramer, a avaliacio semiquantitativa da imunoistoquimica foi analisada
pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, sendo considerados significativos valores

de p<0,05 para ambos os testes. A freqiiéncia de HDC observada entre os fetos expostos ao

XiX



nitrofen foi de 40%. As varidveis morfoldgicas apresentaram diminuicdo significativa nos
grupos expostos ao nitrofen, especialmente nos fetos com HDC (p<0,05). O tratamento com
dcido retindico ndo alterou as varidveis morfométricas pulmonares. Fetos com HDC
apresentaram aumento da ECM, enquanto o tratamento com acido retindico reduziu a ECM nos
fetos com HDC (p<0.001). A presenca de HDC levou a diminui¢do da expressao de VEGF,
VEGFR1 e VEGFR2, enquanto o tratamento com &cido retindico recuperou a expressao de
VEGF e VEGFRI. A alteracdo sinalizacdo da via do VEGF na HDC pode estar associada a
patogénese da hipoplasia e da hipertensdo pulmonar. O tratamento pré-natal com 4cido
retindico pode fornecer vias para tratamento da hipertensdo pulmonar na HDC por meio da

reducdo da ECM das arteriolas pulmonares e recuperacdo do VEGF e seus receptores.
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Congenital diaphragmatic hernia (CDH) is a life-threatening disease with high mortality due to
the pulmonary hypertension and hypoplasia. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and its
receptors VEGFR1 and VEGFR2 play a major role in lung vascularization, growth, and
possibly in the pathogenesis of CDH. However it is not know how prenatal treatment with
retinoic acid can affect lung vascularization by acting on the VEGF signaling. The purpose of
this study was to analyze the effect of antenatal retinoic acid treatment on the expression of
pulmonary VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 in rat fetuses with CDH induced
by nitrofen. Fetuses from pregnant Sprague-Dawley rats (term=22 days) were divided in eight
groups: 1) external control, 2) placebo oil nitrofen, 3) placebo oil retinoic acid, 4) treated with
retinoic acid, 5) exposed to nitrofen without CDH, 6) exposed to nitrofen with CDH, 7)
exposed to nitrofen without CDH and treated with retinoic acid, 8) exposed to nitrofen with
CDH and treated with retinoic acid. Nitrofen (2,4- dichloro-4'-nitrodiphenyl ether) was
administered by gavage (100 mg) at 9,5 days of gestation. Retinoic acid was administered
intraperitoneally on days 18.5, 19.5 and 20.5 of gestation (5 mg/kg), harvest was performed at
21.5 days (term =22 days). Each fetal subgroup was composed of 25 fetuses. The morphologic
variables studied were: body weight, total lung weight, left lung weight, and total lung weight
to body weight ratio. Pulmonary morphometry was studied by measuring the mean linear
intercept and its components: internal diameter of airspaces and mean transection length /
airspace. Vascular morphometry was studied by measuring the external diameter, internal
diameter and proportionate thickness of the medial muscular layer of pulmonary resistance
arterioles. Immunohistochemistry and Western blotting analysis were used to assess VEGF,
VEGFR-1 and VEGFR-2 expression. Data was analyzed using ANOVA with Tukey’s post-test
and immunohistochemistry was studied semiquantitatively using Kruskal-Wallis test with
Dunn’s post-test. The frequency of CDH was 40%. The morphological variables showed
reduction in the nitrofen group with and without CDH, which were more pronounced in the
latter (p<0.05). Retinoic acid did not affect fetal morphology. There was no difference in
pulmonary morphometry among groups. Fetuses with CDH had increased proportionate
thickness of the medial muscular layer of pulmonary arterioles, while treatment with retinoic
acid reduced this variable in fetuses with CDH (p<0.001). Fetuses with CDH had reduced
VEGF, VEGFRI1 and VEGFR?2 expression, while retinoic acid treatment restored expression
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VEGF and VEGFRI1. VEGF signaling disruption may be associated with pulmonary
hypertension in CDH. Retinoic acid may provide a pathway for acting on pulmonary
hypertension by reducing medial thickness of pulmonary arterioles and restoring expression of

VEGEF and its receptors.
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Grafico 9-

Grafico 10-

Grafico 11-

Valores das médias de densidade 6tica das bandas de western blotting
para VEGF. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva
nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle
acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-
: Nitrofen sem HDC tratado com acido retinéico; NA+: Nitrofen com
HDC tratado com 4CidO retinGiCO......cc.ueevueirieinienieiiienieeieeereesee e
Valores das médias de densidade 6tica das bandas obtidas na andlise
por western blotting para VEGFRI1. CE: Controle externo; ON:
Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido
retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+:
Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com &cido
retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com Aacido
TEUIIOICO. 1ottt ettt ettt ettt ettt ettt e sbe e steesbeeeaneeaees
Valores das médias de densidade ética das bandas obtidas na andlise
por western blotting para VEGFR2. CE: Controle externo; ON:
Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido
retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+:
Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com dacido
retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4acido
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1. INTRODUCAO
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A hérnia diafragmaética congénita (HDC) é um defeito da embriogénese do
diafragma que acomete 1:2500 nascidos vivos e constitui 8% das principais anomalias
congénitas (1,2). A HDC ocorre por um defeito no fechamento da regido pdstero-lateral do
diafragma com a passagem de 6rgdos abdominais para o interior do térax. A presenga dos
orgdos abdominais dentro do térax atua como uma lesdo expansiva, comprime o pulmao e
compromete o seu desenvolvimento resultando em um defeito da maturacdo e hipoplasia
pulmonar (3,4,5).

A mortalidade da HDC varia de 32 a 62% (6,7). No entanto, estima-se que
aproximadamente uma em 2000 concepg¢des ndo chegue a termo por complicacdes associadas
(8). As principais causas de mortalidade sdo a hipoplasia e a hipertensdo pulmonar e, apesar
dos recentes avancos na terapéutica, a mortalidade da doenca permanece alta (6,8). A
abordagem ideal da HDC seria a prevencdo da formacdo do defeito ou a estimulacdo da
maturagdo pulmonar in utero, para tanto € necessaria uma melhor compreensdo dos
mecanismos de formac¢ao do diafragma e desenvolvimento pulmonar envolvidos na HDC (9).

Os modelos animais de HDC contribuem para a compreensdo da etiologia e dos
mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da doenca e de suas complicagdes. O
primeiro modelo experimental de HDC surgiu da observagdo de que aproximadamente 60% da
prole de ratas deficientes em retinol desenvolve HDC, além de outras anomalias congénitas (4).
Este modelo foi a evidéncia inicial de que um distirbio do metabolismo do 4cido retindico
poderia estar envolvido na etiologia da HDC.

Posteriormente, varios teratdgenos se mostraram capazes de induzir a formagao da
HDC (10,11,12). Dentre eles, o mais extensamente estudado e caracterizado € o modelo que
utiliza o herbicida nitrofen (2,4-dicloro-4’nitrodifenil éter). A indu¢do de HDC pelo nitrofen
em ratos € varidvel de acordo com a dose administrada e a idade gestacional. Na raga Sprague-
Dawley, quando administrado na dose 100 mg no nono dia de gestacdo (termo = 22 dias), pode-
se obter de 41 a 69% dos fetos com HDC (12).

No modelo de HDC induzida pelo nitrofen em fetos de rato o momento gestacional
de inducdo do defeito primério € semelhante ao do aparecimento do defeito em seres humanos,
ou seja, no inicio da embriogénese (13). O fato de que neste, € em outros modelos animais, a

HDC surge por um defeito na formagdo da membrana pleuroperitoneal, sugere que a HDC em
47



humanos ocorra por um defeito na mesma estrutura entre a quarta e sexta semana gestacional
(14). Além da semelhanca no estigio embriondrio de aparecimento do defeito, uma das
principais vantagens deste modelo € a semelhanca anatdomica e histopatoldgica do pulmdo com
a HDC em humanos, onde se encontram hipoplasia, imaturidade e alteragdes da
microvasculatura pulmonar (13).

As semelhangas embriondrias, anatomicas e histolégicas entre estes modelos
levaram a hipétese de que o nitrofen alteraria a homeostase do dcido retindico. Foi
demonstrado que o nitrofen inibe, no diafragma embriondrio, a atividade da enzima
retinaldesidrogenase-2 (RALDH?2), enzima passo-limitante da transformacdo do retinol
proveniente da dieta materna em &4cido retindico, o qual é o composto ativo nos tecidos
embriondrios (15,16). Posteriormente, foi demonstrado que a administracao de retinol ou 4cido
retindico durante o periodo critico para a formagdo do diafragma — do 8° ao 12° dia de gestagcao
em ratos — diminui significativamente a freqiiéncia de HDC nos fetos expostos ao nitrofen,
especialmente quando se utiliza o dcido retindico em comparagdo ao retinol. Isso poderia ser
explicado pelo fato de que o 4cido retindico é o proprio composto ativo na embriogénese
enquanto que o retinol necessita ser convertido no tecido pela enzima RALDH?2 (17,18).

O é4cido retindico € fundamental ndo s6 para a embriogénese diafragmética como
também para o correto desenvolvimento pulmonar. Ele se liga a seus diferentes receptores para
promover a transcricdo de genes-alvo, os quais possuem um elemento responsivo ao 4cido
retindico em sua regido promotora, e € necessdrio para a formacdo do broto pulmonar a partir
do diverticulo laringeotraqueal (19).

Durante a fase pseudoglandular do desenvolvimento pulmonar (8 a 20 semanas em
humanos, 10 a 20 dias de gestacdo no rato) € necessdria a diminuicdo da concentracdo de acido
retindico e seus receptores, uma vez que ele inibe a ramificacdo pulmonar que deve ocorrer
durante este periodo. A partir da fase sacular (24 a 40 semanas em humanos, 20 dias de
gestacdo até 9 dias pds-natal no rato) e na fase alveolar (a partir de 32 semanas em humanos e a
partir de 8 dias pds-natal em rato) é necessdrio um aumento na concentragdo do dcido retindico.
Este aumento torna-se novamente necessirio para que ocorra a septacdo e alveolarizagcdo

normais, processos gravemente comprometidos na HDC (20,21).
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No modelo de HDC criada cirurgicamente em ovelhas o tratamento com dacido
retindico ndo alterou a morfologia pulmonar, mas aumentou a concentracdo de RNAm de
surfactante e normalizou a relacdo de pneumdcitos tipo I : penumdcitos tipo II (22).

As anormalidades histoldgicas na HDC estdao bem descritas e envolvem diminui¢do
da ramificacdo dos bronquios, diminuicdo da alveolarizacdo e espessamento da camada
muscular média das arteriolas pulmonares, a qual é diretamente proporcional ao grau de
hipertensdo pulmonar (23,24). No entanto, pouco € conhecido sobre as alteracdes moleculares
que resultam nas anormalidades histoldgicas observadas. De especial interesse sdo as alteracdes
que ocorrem em fatores de crescimento, os quais s@o fundamentais para o desenvolvimento
pulmonar normal e devem estar implicados no desenvolvimento do pulmao na HDC.

O VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, ou fator de crescimento vascular
derivado do endotélio) € o principal fator de crescimento estimulador da vasculatura. Dentre as
cinco isoformas conhecidas o VEGF-A € a principal mediadora da angiogénese. Trata-se de
uma glicoproteina homodimérica de 34-46 kDa altamente especifica na indu¢do de mitose e
migracdo de células endoteliais vasculares. Além de promover a angiogénese e
neovascularizagdo € também um fator de sobrevivéncia para vasos sangiiineos recém formados
(25,26).

Seus receptores, VEGFR1 (Flt-1) e VEGFR2 (Flk-1 em ratos ¢ KDR em humanos)
possuem atividade tirosina-kinase e s@o responsdveis por regular a angiogénese normal e
patolégica (27,28). O VEGF atua via receptores VEGFR1 e VEGFR2 para promover a
diferenciacgdo e proliferacio das células endoteliais e formagdo da vasculatura primitiva.

O VEFGRI possui maior afinidade pelo VEGF-A, no entanto, apresenta menor
atividade tirosina-kinase do que o VEGFR2 (27). Além disso, nos estdgios iniciais da
embriogénese o VEGFR1 tem um papel inibidor do crescimento vascular (29). O VEGFR-2 ¢
importante para a proliferacio e migracdo de células endoteliais, sendo expresso em células
endoteliais de vasos linfaticos durante o desenvolvimento (30,31).

A via de sinalizacdo do VEGF também ¢é fundamental para o desenvolvimento
pulmonar normal. Durante o desenvolvimento pulmonar hd um aumento em sua concentragdao
pouco antes do nascimento e permanece alto no pulmao adulto (21). Além de ser necessério

para angiogénese e vascularizacdo pulmonar, o VEGF € essencial para proliferacdo de células
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epiteliais pulmonares e para a producao de surfactante (26). Nao obstante, o desenvolvimento
vascular pulmonar € um processo acoplado a alveolarizagdo, de forma que o bloqueio da via de
sinalizacdo do VEGF leva tanto a diminuicdo da vascularizagdo com hipertensdo pulmonar
quanto a diminuicao da alveolarizagao (32).

A via de sinalizacdo do VEGF ¢ necessdria ndo s6 para o desenvolvimento
estrutural do pulmao fetal, mas também para a manutencdo da fun¢do pulmonar. A hipéxia do
tecido pulmonar induz a producdo de VEGF que, por meio de seus receptores, age sobre os
pneumocitos tipo 2 aumentando a producdo de surfactante. Ratos com deficiéncia de VEGF ou
que receberam aplicacdes de anticorpos anti-receptores de VEGF apresentam Sindrome da
Angustia Respiratéria (SARA), além de apresentarem hiperplasia de ventriculo direito e
espessamento das arteriolas pulmonares, indicando hipertensao pulmonar (33,34,35).

Estudos sobre a expressdo pulmonar de VEGF no modelo animal de HDC induzida
pelo nitrofen apresentaram resultados conflitantes, mostrando ou uma diminuicdo da
quantidade desta proteina (36,37,38) ou um aumento no conteido do RNAm correspondente
(39). Por outro lado, a andlise do conteido de RNAm pulmonar dos receptores VEGFRI e
VEGFR?2 se mostrou similar entre fetos com e sem HDC expostos ao nitrofen (38). No entanto,
a quantificacdo das proteinas VEGFR1 e VEGFR2 ndo foram avaliadas neste modelo animal.

Além disso, a transcricdo do VEGF € regulada pelo acido retindico em diversas
linhagens celulares, no entanto os resultados obtidos com administracdo do 4cido retindico
sobre a vascularizacio sdo controversos, mostrando ora efeito pré-angiogénico, ora efeito anti-
angiogénico dependendo da linhagem celular e da técnica utilizada (40).

Neste sentido, os efeitos da administragdo de dcido retindico sobre a vasculariza¢ao
pulmonar ou a expressdao de VEGF no pulmio sdo desconhecidos. Portanto, estudar as vias de
sinalizacdo do crescimento vascular e o possivel efeito regenerador do tratamento com acido

retindico pode contribuir para a compreensao da vasculariza¢do pulmonar normal e da HDC.
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2. OBJETIVO
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2.1 Geral
Avaliar o efeito do tratamento pré-natal com &cido retindico no desenvolvimento

pulmonar no modelo experimental de HDC induzida pelo nitrofen em ratos.

2.2 Especificos

2.2.1- Avaliar o efeito do tratamento com &cido retindico no crescimento e
maturacdo pulmonares por meio de medidas morfométricas.

2.2.2- Avaliar o efeito do tratamento com &4cido retindico na muscularizacdo das
arteriolas pulmonares.

2.2.3- Avaliar o efeito do tratamento com dcido retindico na expressao de VEGF e

dos receptores VEGFR1 e VEGFR2 por meio de imunoistoquimica e western blotting.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1- Avaliacao do Comité de Etica em Experimentacao Animal
O experimento foi submetido e aprovado pela Comissio de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-UNICAMP) como

projeto de pesquisa nimero 935-1.

3.2- Animais e obtencao de fémeas prenhes

Ratos machos e fémeas Spreague-Dawley adultos provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica (CEMIB - UNICAMP, Campinas) foram
submetidos ao acasalamento durante o periodo escuro do ciclo. No dia seguinte, a regido
genital da fémea foi examinada para verificacdo da mancha vaginal de esperma e foi realizado
esfregaco vaginal para observacdo de espermatozdides. A presenca de espermatozdides
configurou o acasalamento e foi considerado o dia zero de prenhez (o tempo de gestacdo
normal de ratas até o termo € de 22 dias). Os animais foram mantidos em gaiolas com
oferecimento de &4gua e racdo para roedores ad libtum, em condicdes controladas de
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro, temperatura (média de 23 °C) e umidade

relativa do ar (média de 55%).

3.3- Formacao dos grupos experimentais

As ratas prenhes foram divididas em seis grupos experimentais, os quais deram
origem a oito subgrupos fetais:

1. Grupo Controle Externo (CE): Ratas prenhes ndo manipuladas (n=25 fetos).

2. Grupo Placebo Oleo de Oliva Nitrofen (ON) (n=25 fetos): Ratas prenhes
receberam 1 ml de azeite de oliva via oral (gavagem) no dia gestacional 9,5.

3. Grupo Placebo Oleo de Oliva Acido Retindico (OA) (n=25 fetos): Ratas prenhes
receberam 1 ml azeite de oliva via intraperitoneal nos dias gestacionais 18,5, 19,5, e 20,5.

4. Grupo Nitrofen: Ratas prenhes receberam 100 mg de Nitrofen diluido em 1 ml
de 6leo de oliva por via oral (gavagem) no dia gestacional 9,5. Os fetos foram divididos em
dois subgrupos de acordo com a presenca de HDC:

a. Grupo Nitrofen sem HDC (N-) (n=25 fetos): Fetos de ratas prenhes expostos ao

Nitrofen sem HDC.
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b. Grupo Nitrofen com HDC (N+) (n=25 fetos): Fetos de ratas prenhes expostas ao
Nitrofen com HDC a esquerda. Foram excluidos do estudo os fetos com defeitos do diafragma
a direita ou bilaterais.

5. Grupo Controle Acido Retinéico (CA) (n=25 fetos): Ratas prenhes receberam 5
mg/kg de écido retindico diluido em 1 ml de 6leo de oliva nos dias gestacionais 18,5, 19,5, e
20,5.

6. Grupo Nitrofen + Acido Retinéico: Ratas prenhes receberam 100 mg de Nitrofen
diluido em 1 ml de 6leo de oliva por via oral (gavagem) no dia gestacional 9,5 e 5 mg/kg de
dcido retindico diluido em 1 ml de 6leo de oliva nos dias gestacionais 18,5, 19,5, e 20,5. Os
fetos foram divididos em dois subgrupos de acordo com a presenga de HDC:

a. Grupo Nitrofen + Acido Retindico sem HDC (NA-) (n=25 fetos): Fetos de ratas
prenhes expostos ao Nitrofen sem HDC.

b. Grupo Nitrofen + Acido Retindico com HDC (NA+) (n=25 fetos): Fetos de ratas
prenhes expostas ao Nitrofen com HDC a esquerda. Foram excluidos do estudo os fetos com

defeitos do diafragma a direita ou bilaterais.

3.4- Coleta das amostras

No dia gestacional 21,5, as ratas foram anestesiadas com injec@o intramuscular de
0,56 mL de ketamina base — 50 mg/mL (Ketamina® - Pfizer do Brasil) associada a 0,04 mL de
xilazina 10 mg/mL (Rompum® - Bayer do Brasil) por animal, aplicada na musculatura lateral
da coxa com seringa de insulina e agulha calibre 20G. Depois de anestesiadas as ratas foram
submetidas a laparotomia, seguida de seccdo da musculatura uterina € membranas coridnica e
amnidtica. Os fetos foram removidos do ttero e pesado em balanca, modelo OHAUS 360
(Denver Instruments, Denver, CO). Apds a pesagem, os fetos foram sacrificados por meio de
puncao occipital com agulha 20G e em seguida foram colocados em mesa de cortiga e fixados

com alfinetes.

3.5- Analise morfolégica do diafragma e do pulmao
Os fetos dos grupos CE, ON, OA e CA tiveram o abdome e tdrax aberto: os

pulmdes foram removidos e pesados. Os fetos expostos ao nitrofen foram examinados com
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auxilio de uma lupa de magnitude 2,5X. O abdome foi aberto e o diafragma foi cuidadosamente
examinado quanto a auséncia ou presenca de hérnia diafragmadtica, caracterizada por um
orificio na parede posterior do térax, e tiveram os pulmdes removidos. Pulmdes com ou sem
hérnia diafragmdtica foram acondicionados para estudo. Foram aferidas as seguintes varidveis:
peso corporal (PC), peso do pulmdo total (PPT) e peso do pulmio esquerdo (PPE), em seguida

foi calculada a relacao PPT/PC. Para andlise macroscépica foram utilizados 25 fetos por grupo.

3.6- Processamento para analise morfométrica e imunoistoquimica

Os pulmdes esquerdos destinados a andlise morfométrica e imunoistoquimica
foram fixados em solucao de formaldeido 10%. Apds fixacdo, as amostras foram desidratadas
em um gradiente crescente de etanol, 70 %, 80 %, 90 % e 100 %, respectivamente, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina histolégica. Os cortes histologicos foram realizados em
micrétomo Leica — Modelo RM 2145, no sentido longitudinal, com espessura de 5 um e
colocados em laminas histoldgicas tratadas com poli-L-lisina para aderéncia. Para andlise
morfométrica os cortes foram corados por Hematoxilina de Erlich / Eosina (H/E) e as laminas

foram montadas em Entellan®.

3.7- Analise da morfometria pulmonar

Utilizando-se um microscopio de luz, os cortes histologicos corados com H/E
foram analisados qualitativamente em diferentes aumentos para estabelecer-se as principais
diferengas morfologicas, sobretudo com relag@o a espessura dos septos alveolares. Os seguintes
pardmetros de morfometria foram estudados de acordo com os métodos descritos por Dunill
(1962) modificados por Verbeken et al. (1992): média linear de interceptacao (MLI) e seus
componentes didmetro interno dos espagos aéreos (DEA) e a relagdo de comprimento de
transeccdo do parénquima / espago aéreo (MCTP) e (41,42).

Cortes histolégicos corados em H/E foram fotografados em aumento de 100X em
fotomicroscopio e analisados no software Image Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics). A andlise
morfométrica foi realizada utilizando seis cortes histolégicos por feto de cinco fetos por grupo.

Afericdo da MLI foi feita pela projecdo de duas linhas perpendiculares no campo

pulmonar em magnificacdio de 100X. A MLI foi obtida pela contagem do niumero de
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intersecoes (NI) entre cada linha e os septos alveolares dividido pelo comprimento da linha.
Para afericdo da MCTP e do DEA as linhas utilizadas para aferi¢do da ML foram divididas em
100 segmentos de mesmo comprimento. A soma dos segmentos sobre o espaco aéreo é a DEA.

A MCTP foi obtida pela soma de segmentos sobre o parénquima dividido pelo NI.

3.8- Analise da morfometria vascular

Para estudo da muscularizacdo arteriolar foram utilizados cortes histologicos de
Sum corados com H/E fotografados em aumento de 200X em fotomicroscocépio Nikon. Foram
estudados somente arteriolas de 30 a 60 um, ou seja, arteriolas pré-acinares de resisténcia.
Foram analisados 40 vasos por grupo provenientes de cinco fetos em campos aleatdrios. Os
parametros morfométricos vasculares analisados foram: didmetro externo (DE, um) e didmetro
interno (DI, um), a partir dos quais foi calculada a espessura proporcional da camada muscular
média (ECM), através do calculo: EC = (DE-DI) / DE. Por se tratar de uma propor¢do, esta
varidvel anula os efeitos de vasodilatacdo ou constricdo e de fixacdo do material sobre as
medidas morfométricas (43). As imagens foram analisadas no software Image Pro Plus 4.1

(Media Cybernetics).

3.9- Imunoistoquimica para VEGF e receptores VEGFR1 E VEGFR2

Cortes histolégicos obtidos em parafina foram tratados com desparafinizados em
xilol e re-hidratados em série decrescente de etanol. Em seguida, os cortes foram incubados em
borato de sédio 0,1M em PBS 0,0IM (pH 7,4) por uma hora em temperatura ambiente para
exposicdo dos epitopos. Posteriormente os cortes foram separados e foram com perdxido de
hidrogénio a 10% em PBS 0,01M (pH 7,4) por 30 minutos, visando eliminar as peroxidases
endogenas, seguido pela incubag@o com albumina bovina sérica (BSA) a 1% em PBS por uma
hora. Ap6s lavagem em PBS, os cortes foram incubados a 4°C por 12 horas com o anticorpo
primdrio anti-VEGF (sc-7269, Santa Cruz Biotechnology, California), anti-VEGFR1 (sc-316,
Santa Cruz Biotechnology, California) ou anti-VEGFR2 (sc-6251, Santa Cruz Biotechnology,
California) diluidos 1:100, 1:100 e 1:50, respectivamente em PBS/BSA 1%. Com o término
desta etapa os cortes foram lavados em PBS e incubados em anticorpo secundario conjugado

com peroxidase anti-mouse feito em cabra (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, California)
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diluido 1:100 em PBS/BSA 1% se incubados com anticorpo anti-VEGF e anti-VEGFR2 ou
anti-rabitt feito em cabra (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, California) diluido em 1:200
PBS/BSA 1%se incubados com anticorpo anti-VEGFRI1, ambos por uma hora. Apds a
incubacdo os cortes foram lavados em TBS 0,05M pH 7,4 e tratados com avidina-biotina
(Vectastain ABC kit, Vector Labs, California) diluido 1:20 em TBS 0,05M pH 7,4 por 45
minutos. A revelacdo foi realizada com solu¢do de tetrahidrocloreto de diaminobenzidina
0,01% (Sigma Aldrich) e peréxido de hidrogénio 0,03% em TBS 0,05M pH 7,4 por 25
minutos. Em seguida os cortes foram lavados contra corados com Hematoxilina de Harris,

desidratados e montados com Entellan®.

3.10- Analise semiquantitativa da imunoistoquimica

Foram analisados trés cortes por feto de trés fetos por grupo. Os cortes histologicos
que receberam tratamento imunoistoquimico, foram analisados em microscopio de luz em
magnificagdo de 200X quanto a intensidade da marca¢@o. De acordo com a intensidade foi feita
pontuacdo de 0 a 4, sendo 0 = negativo, 1 = marcacdo fraca, 2 = marcacdo moderada, 3=
marcacao forte e 4= marcag¢do muito forte. As laminas foram analisadas por dois avaliadores

cegos e independentes.

3.11- Analise por Western Blotting

Foram utilizados seis fetos por grupo para a andlise por western blotting, a qual foi
avaliada semiquantitativamente pela intensidade das bandas obtidas. Os pulmdes coletados
foram homogenizados em tampao de extracdo contendo: Tris 100 mM (pH 7.4), pirofosfato de
sodio 100 mM, fluoreto de s6dio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de s6dio 10 mM,
fluoreto de fenilmetilsulfonil 2 mM, 0,1 mg de aprotinina e Triton-X100 1% a 4°C
homogenizador para pequenas amostras TE-103 (Tecnal, Paulinia) a 30000 rpm por 30s. Em
seguida as amostras foram centrifugadas em centrifuga Mikro 200R (Hettich, Alemanha) a 4°C
por 30 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -80°C. Posteriormente a concentracdo de
proteinas de cada amostra foi aferida pelo método de Bradford (44).

Para a andlise por western blotting, um volume de amostra contendo 120 pg de

proteina de cada grupo foi diluidas com 12 pl de tampao de Laemmli (0.0625 M de Tris-HCl,
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pH 6,8 contendo 2% de SDS, 10% de glicerol, 0.001% de azul de bromofenol e 5% de 2-
mercaptoetanol) e fervidas durante 5 minutos. Apds rdpida centrifugacdao a 10.000 g (30 s), as
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 8% contendo 0.1% de lauril sulfato de s6dio
(SDS - PAGE) e tampao de corrida. A composi¢do do tampao utilizado na corrida
eletroforética foi: Tris (25 mM), glicina (192 mM) e SDS (0.1%) ajustado para pH 8,3. A
separacdo eletroforética das proteinas foi realizada com uma intensidade de corrente constante
(100V), durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, as bandas protéicas
foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose em tampao de
transferéncia a 120V durante 90 minutos. A composicdo do tampdo empregado para a
transferéncia eletroforética das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi: Tris (25 mM),
glicina (192 mM), SDS (0.1%) e metanol (20%).

Para comprovar a transferéncia, os géis foram corados com corante azul de
Commassie (solucio a 0.1% em solucao aquosa de dcido acético 5% contendo 25% de etanol).
Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primdrio a membrana foram bloqueados por
incubacdo da mesma em solucdo a 0,2% de albumina bovina sérica em tampao PBS 0,01M
pH7.,4 sob agitacdo constante durante uma hora. A seguir, as membranas foram incubadas
durante 12 horas a 4°C com os anticorpos primdrios anti-VEGF (sc-7269, Santa Cruz
Biotechnology, California), anti-VEGFRI1 (sc-316, Santa Cruz Biotechnology, California) ou
anti-VEGFR?2 (sc-6251, Santa Cruz Biotechnology, California) diluidos 1:200, 1:200 e 1:100,
respectivamente em PBS/BSA 3%.

Ap6s o término da incubacdo, as membranas foram lavadas com tampiao PBS
0,0IM pH7,4 e incubadas com anticorpos secunddrios conjugados com peroxidase anti-mouse
feito em cabra (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, California) diluido 1:1000 em PBS/BSA
3% se incubados com anticorpo anti-VEGF e anti-VEGFR2 ou anti-rabitt feito em cabra (sc-
2004, Santa Cruz Biotechnology, California) diluido em 1:5000 PBS/BSA 3% se incubados
com anticorpo anti-VEGFR1, ambos por duas horas. Em seguida, as membranas foram
submetidas a uma nova série de lavagens e foi adicionado kit de Quimioluminescéncia (Pierce,
EUA) por 5 minutos. As membranas foram expostas a filmes radiograficos (Kodak, EUA) por

15 minutos, os quais foram revelados.
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4. ANALISE ESTATISTICA
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Os valores obtidos através das pesagens foram avaliados pelo método ANOVA
com pos-teste de Tukey-Kramer e expressos em média + desvio-padrdo. Os resultados obtidos
pela avaliacdo da intensidade da marcacdo imunoistoquimica foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Foram consideradas significativas diferengas para

p<0,05. Os cdlculos foram feitos por meio do programa GraphPad Prism 3.02.
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5. RESULTADO

67



O total de 200 fetos provenientes de 21 ratas prenhes foi analisado. A administra¢ao

de nitrofen por gavagem ou de 4cido retindico por via intraperitoneal ndo resultou em

complicagdes maternas e nao houve mortalidade materna. Nos fetos expostos ao nitrofen foi

observada freqiiéncia de 40% de HDC.

5.1- Analise macroscépica

Fetos expostos ao nitrofen sem ou com HDC — grupos N-, N+, NA- e NA+ —

apresentaram diminuicdo do PC em relacdo aos grupos CE, ON, OA e CA (p<0,05). Dentre os

fetos expostos ao nitrofen a presenca de HDC ndo alterou o PC, sendo o esta varidvel

semelhante entre os grupos N- e N+. A administracdo de 4cido retindico também ndo alterou o

PC em fetos ndo expostos ou expostos ao nitrofen sem e com HDC (Tabela 1, Gréfico 1).

Tabela 1- Distribuic@o dos valores de peso corporal (PC), peso pulmonar total (PPT), peso do

pulmao esquerdo (PPE) e relacdo PPT/PC, em mg, expressos por médias + desvio
padrao. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo
Oleo de oliva 4acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC;
N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico;

NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido retinodico.

PC PPT PPE PPT/PC
CE 6003 + 950 131 £24 44 £77 0,0221 £ 0,0037
ON 6039 + 442 159 £ 23 54 £8,1 0,0265 + 0,0025
OA 6201 + 395 160 =22 50+£5,9 0,0248 + 0,0021
CA 6230 £ 910 151 £27 49 +7,6 0,0241 + 0,0022
N- 5423 + 373 104 + 17 37+5,7 0,0195 £ 0,0031
N+ 5526 + 467 84 £12 25+6,1 0,0153 £ 0,0020
NA- 5040 + 342 103 £ 21 36 £6,6 0,0203 + 0,0033
NA+ 5010 + 378 73+12 23 +4,1 0,0145 + 0,0020
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Grifico 1- Valores das médias do peso corporal (PC) dos grupos estudados com desvio-padrdo
e diferenca estatistica. *p<0,05. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva
nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico;
N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado

com acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido retindico.
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Fetos expostos ao nitrofen sem ou com HDC — grupos N-, N+, NA- ¢ NA+ —
apresentaram diminuicdo do PPT em relacdo aos grupos CE, ON, OA e CA (p<0,001). Dentre
os fetos expostos ao nitrofen, os fetos com HDC — grupos N+ e NA+ — apresentaram
diminui¢do significativa do PPT em relacdo aos fetos sem HDC — grupos N- e NA- (p<0,05). A
administracdo de 4cido retindico ndo alterou o PPT, sendo esta varidvel semelhante no grupo
CA em relagdo aos grupos CE, ON e OA, no grupo N- em relacdo ao grupo NA- e no grupo N+
em relacdo ao grupo NA+ (p<0,05) (Tabela 1, Gréfico 2).
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Grifico 2- Valores das médias do peso pulmonar total (PPT) dos grupos estudados com
desvio-padrao e diferenca estatistica. *p<0,05. CE: Controle externo; ON: Placebo
Oleo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle
acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen
sem HDC tratado com acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido

retindico.
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Semelhante ao observado para o PPT, fetos expostos ao nitrofen sem ou com HDC
apresentaram diminuicdo do PPE em relacdo aos grupos CE, ON, OA e CA (p<0,001). Dentre
os fetos expostos ao nitrofen, os fetos com HDC apresentaram diminui¢do significativa do PPE
em relacdo aos fetos sem HDC (p<0,001). A administracdo de acido retindico nao alterou o
PPE, sendo esta varidvel semelhante no grupo CA em relagdo aos grupos CE, ON e OA. Os
grupos N- e NA- apresentaram PPT semelhante e ambos maiores do que dos grupos N+ e NA+

(»<0,001) (Tabela 1, Gréfico 3).
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Grifico 3- Valores das médias do peso do pulmio esquerdo (PPE) dos grupos estudados com
desvio-padrao e diferenca estatistica. *p<0,001. CE: Controle externo; ON: Placebo
oleo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle
acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen
sem HDC tratado com acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido

retindico.
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Quanto a relacdo PPT/PC, fetos expostos ao nitrofen sem ou com HDC
apresentaram diminuicao desta em relagdo aos grupos CE, ON, OA e CA (p<0,001). Dentre os
fetos expostos ao nitrofen, os fetos com HDC apresentaram diminui¢do significativa da relacdo
PPT/PC em relacdo aos fetos sem HDC (p<0,001). O tratamento pré-natal com acido retindico
ndo alterou a relacdo PPT/PC, sendo esta varidvel semelhante no grupo CA em relacdo aos
grupos CE, ON e OA. Também nio houve influéncia do tratamento pré-natal com &4cido
retindico sobre a relagdo PPT/PC entre os fetos expostos ao nitrofen, de forma que os grupos
N- e NA- apresentaram PPT semelhante e ambos maiores do que dos grupos N+ e NA+

(p<0,001) (Tabela 1, Gréfico 4).
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Grafico 4- Valores das médias da relacdo peso pulmonar total / peso corporal (PPT/PC) dos
grupos estudados com desvio-padrao e diferenca estatistica. *p<0,001. CE:
Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva
acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen
com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico; NA+: Nitrofen

com HDC tratado com acido retindico.
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5.2- Anadlise da morfometria pulmonar

N3ao houve diferenca significativa da MLI ou da DEA entre os grupos CE, ON, OA,

CA, N- e NA-. Somente a presenca de HDC alterou significativamente estas varidveis, de

forma que a MLI foi maior nos grupos N+ e NA+ em relagcdo aos demais grupos (p<0,001) e a

DEA foi menor nos grupos N+ ¢ NA+ em relacdo aos demais grupos (p<0,001). Nao houve

diferenca significativa na MLI ou DEA entre os grupos N+ e NA+ (Gréficos 5 e 6, Tabela 2).

Tabela 2- Distribui¢ao dos valores de média linear de interceptacao (MLI), didmetro de espaco

aéreo (DEA), média de comprimento de transeccdo do parénquima (MCTP), expressos
por médias + desvio padrdo. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva
nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-:
Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com

acido retinoico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido retinodico.

MLI DEA MCTP
CE 87,7+22,62 24,7 + 6,46 62,9 + 20,16
ON 92,9 + 15,30 27,5 £ 14,29 64,5 £ 13,58
OA 87,2 15,80 23,9 £10,68 63,3+ 11,58
CA 76,2 + 14,03 25,1 £8,29 51,1 £ 10,66
N- 87,4 +£19,70 21,3 +£5,97 66,1 +20,19
N+ 135,5 + 66,70 18,5+6,93 117,1 + 66,7
NA- 94,1 +21,97 22,1 +£5,80 73,4 +21,29
NA+ 147,6 + 67,3 15,0 £3,99 132,6 + 66,58
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Grifico 5- Valores das médias da média linear de interceptacdo (MLI) com desvio-padrdo e
diferenca estatistica. *p<0,001. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo nitrofen;
OA: Placebo 6leo acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem
HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: nitrofen sem HDC tratado com acido

retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4acido retindico.
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Grafico 6- Valores das médias de didmetro de espaco aéreo (DEA) dos grupos estudados com
desvio-padrao e diferenca estatistica. *p<0,001. CE: Controle externo; ON: Placebo
oleo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle
acido retinoico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen
sem HDC tratado com acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com acido

retindico.
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Da mesma forma, a andlise da MCTP, a qual reflete a espessura dos septos, foi
semelhante entre os grupos CE, ON, OA, CA, N- e NA-. Os fetos expostos ao nitrofen com
HDC — grupos N+ e NA+ — apresentaram aumento significativo desta varidvel, mesmo em
relacdo aos grupos N- e NA- (p<0,001). O tratamento com 4cido retindico ndo alterou

significativamente esta varidvel (Grafico 7, Tabela 2).
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Grifico 7- Valores das médias de comprimento de transec¢do do parénquima / espago aéreo
(MCTP) dos grupos estudados com desvio-padrio e diferenga estatistica. *p<0,001.
CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de
oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+:
Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico; NA+:

Nitrofen com HDC tratado com acido retindico.

5.3- Analise da morfometria vascular

Fetos expostos ao nitrofen com HDC apresentaram aumento significativo da ECM
em relag@o aos grupos CE, ON, OA, CA e N- (p<0,001), significando espessamento da camada
muscular média naqueles grupos. Fetos expostos ao nitrofen sem HDC — grupo N- —
apresentaram ECM semelhante aos grupos CE, ON e OA, porém maior que o grupo CA

(p<0,05). O tratamento pré-natal com &cido retindico reduziu a ECM em fetos com HDC em
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relacdo aos fetos nado tratados (p<0,001). A ECM do grupo NA+ foi estatisticamente
semelhante as dos grupos CE, ON, OA, CA, N- e NA- (Tabela 3, Grafico 8).

Tabela 3- Distribui¢do dos valores de didametro externo (DE, um), didmetro interno (DI, um) e

espessura proporcional da camada muscular média (ECM) expressos por médias +
desvio padrao. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA:
Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen
sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido

retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4cido retindico.

DE DI ECM
CE 40,45 £ 9,68 22,56 £9,73 0,4506 + 0,1537
ON 39,34 £ 8,32 22,43 £7,42 0,4363 £+ 0,0999
OA 38,26 +7,19 20,79 £ 4,78 0,4542 £ 0,0917
CA 37,54 £ 8,87 22,57 £7,26 0,3998 + 0,1229
N- 43,58 + 8,29 22,51 £ 6,06 0,4822 £ 0,1030
N+ 42,39 £7,54 17,48 + 5,37 0,5921 +0,0830
NA- 39,30 £ 7,75 21,76 + 6,86 0,4518 £0,1062
NA+ 39,72 £ 10,71 21,30 £ 8,35 0,4738 £ 0,0994
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Grifico 8- Valores das médias da espessura proporcional de camada média (ECM) dos grupos
estudados com desvio-padrdo e diferenca estatistica. *p<0,001. CE: Controle
externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido
retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com
HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com 4acido retinéico; NA+: Nitrofen com

HDC tratado com acido retindico

5.4- Imunoistoquimica

Na avaliagdo da expressio de VEGF por imunoistoquimica, fetos expostos ao
nitrofen com HDC apresentaram diminuicdo significativa da imunomarcagdo em relagdo aos
grupos CE, CA, ON, AO e N (p<0,05). A administragdo de dcido retindico em fetos nao
expostos ao nitrofen — grupo CA — ndo alterou a imunomarcagdo para VEGF. No entanto, fetos
expostos ao nitrofen com HDC tratados com &cido retindico — grupo NA+ — apresentaram

aumento da imunomarcacao em relacdo aos fetos nao tratados (p<0,001) (Figura 1).
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Figura 1- Imunoistoquimica para VEGF dos grupos estudados. A: Controle externo (CE); B:
Controle acido retindico (CA); C: Placebo 6leo nitrofen (ON); D: Placebo dleo
acido retindico (OA); E: Nitrofen sem HDC (N-); F: Nitrofen com HDC (N+); G:
Nitrofen sem HDC tratado com &4cido retindico (NA-); H: Nitrofen com HDC

tratado com acido retindico (NA+).

Da mesma forma, na avaliagdo da expressdo de VEGFR2 por imunoistoquimica,

fetos expostos ao nitrofen com HDC apresentaram expressio de VEGFR1 diminuida em

79



relacdo aos grupos CE, CA, ON, AO e N- (p<0,05). O tratamento pré-natal com &4cido retindico
nos fetos expostos ao nitrofen com HDC — grupo NA+ — aumentou a imunomarcagdo de
VEGFRI1 em relacdo aos fetos expostos ao nitrofen com HDC nio tratados (p<0,001) (Figura
2).

Figura 2- Imunoistoquimica para VEGFRI1 dos grupos estudados. A: Controle externo (CE);
B: Controle acido retindico (CA); C: Placebo 6leo nitrofen (ON); D: Placebo 6leo
acido retindico (OA); E: Nitrofen sem HDC (N-); F: Nitrofen com HDC (N+); G:
Nitrofen sem HDC tratado com acido retindéico (NA-); H: Nitrofen com HDC

tratado com acido retindico (NA+).
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Os resultados da imunomarcacido para VEGFR?2 foram semelhantes as observadas
para VEGFRI. Fetos expostos ao nitrofen com HDC apresentaram diminui¢do da
imunomarcacdo para VEGFR2 em relacdo aos grupos CE, CA, ON, AO e N- (p<0,05). A
administracdo de dcido retindico aumentou a expressdo de VEGFRI nos fetos expostos ao
nitrofen com HDC — grupo NA+ — comparados aos fetos expostos ao nitrofen com HDC que

ndo receberam o tratamento (p<0,001) (Figura 3).

A Y
AATERG Al

Figura 3- Imunoistoquimica para VEGFR2 dos grupos estudados. A: Controle externo (CE);
B: Controle acido retindico (CA); C: Placebo 6leo nitrofen (ON); D: Placebo dleo
acido retindico (OA); E: Nitrofen sem HDC (N-); F: Nitrofen com HDC (N+); G:
Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico (NA-); H: Nitrofen com HDC

tratado com 4cido retindico (NA+).
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5.5- Analise por Western Blotting

Na andlise da expressdao de VEGF por western blotting observamos diminui¢dao da
expressdo do fator de crescimento nos fetos com HDC — grupo N+ - comparado aos demais
grupos. O tratamento com 4cido retindico recuperou a expressdo desta proteina nos animais

com HDC, mas nao alterou nos animais expostos ao nitrofen sem HDC — grupo N- (Figura 4,

Grafico 9).

CE 01 02 CA | N- | N+ NA-

NA+

Figura 4- Andlise da expressdo de VEGF por Western Blotting. CE: Controle externo; ON:
Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA:
Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-:

Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado

com acido retinodico.
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Griéfico 9- Valores das médias de densidade 6tica das bandas de western blotting para VEGF.
CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de
oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+:
Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido retindico; NA+:

Nitrofen com HDC tratado com acido retindico.
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Foi observada diminuicdo da expressao de VEGFR1 no pulmio esquerdo de fetos
expostos com HDC. A diminuicdo da expressdo do receptor VEGFR1 foi parcialmente
recuperada pelo tratamento pré-natal com 4cido retindico, tanto nos fetos sem HDC como nos

fetos com HDC (Figura 5, Gréfico 10).

CE 01 02 CA N- N+ NA- | NA+

Figura 5- Andlise da expressdo de VEGFR1 por Western Blotting mostrando diminui¢dao nos
fetos expostos com HDC (N+) e recuperacdo parcial pela administracdo de acido
retindico (NA+). CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA:
Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen
sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido

retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4acido retindico.
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Grifico 10- Valores das médias de densidade 6tica das bandas obtidas na andlise por western
blotting para VEGFR1. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen;
OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-:
Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com

acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4cido retindico.
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Da mesma forma, fetos com HDC apresentaram diminui¢do da expressdo de
VEGFR2. No entanto, na andlise por western blotting, o tratamento pré-natal com &4cido

retindico ndo recuperou a expressdo de VEGFR2 (Figura 6, Grafico 11).

CE 01 02 CA N- N+ | NA- | NA+

Figura 6- Andlise da expressio de VEGFR2 por Western Blotting mostrando diminui¢do nos
fetos expostos com HDC (N+) sem recuperacdo pela administracdo de acido
retindico (NA+). CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA:
Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen
sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com acido

retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4cido retinodico.
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Grifico 11- Valores das médias de densidade 6tica das bandas obtidas na andlise por western
blotting para VEGFR2. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen;
OA: Placebo 6leo de oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-:
Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com

acido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado com 4cido retindico.
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6. DISCUSSAO
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A HDC ¢ uma doenca congénita potencialmente fatal, de dificil manejo clinico e
alto custo hospitalar (1). O desenvolvimento vascular pulmonar estd gravemente prejudicado na
HDC, o que implica na hipertensao pulmonar observada nestes neonatos. Entretanto, ainda ndo
estd claro o papel dos diferentes fatores de crescimento nesta doenca e como eles sdo afetados
por possiveis tratamentos que atuem diretamente sobre o desenvolvimento alveolar e vascular
do pulmao.

No modelo de HDC induzida pelo nitrofen hd comprometimento do crescimento
pulmonar semelhante ao observado em neonatos com a doenca (12,17). Este comprometimento
se traduz pela diminuicdo do PPT, PPE e, principalmente, da relacio PPT/PC. Neste estudo,
foram observadas as alteracdes esperadas no crescimento pulmonar nos fetos com HDC com
diminui¢do do PPT, do PPE e da relacdo PPT/PC. Por outro lado, o tratamento pré-natal com
acido retindico nos dias 18,5, 19,5 e 20,5 ndo afetou o crescimento pulmonar, o que pode ser
observado pela manutencao das varidveis de crescimento pulmonar. Este resultado € similar ao
observado por outros autores (45, 46).

Baptista et al. observaram que a administracdo de retinol no mesmo dia de
administracao do nitrofen, ou seja, 9,5 dias de gestac@o, ndo s6 diminuiu a freqiiéncia de HDC
na prole, mas também melhorou a relacio PPT/PC e as relagcdes de conteudo de proteina/PC e
conteido de DNA/PC em fetos com HDC (45). Da mesma forma, Montedonico et al.
observaram que pulmdes expostos ao nitrofen em cultura a partir do dia de gestacdo 13,5 a
adi¢do de 4cido retindico por 96 h aumentou o perimetro pulmonar, o conteudo de DNA total e
o numero de células proliferativas (46). No entanto, o periodo em que o tratamento com acido
retindico se mostrou util na recuperacdo da hipoplasia pulmonar na HDC de ratos seria
equivalente, na gestacdo em humanos, a um momento gestacional anterior a0 do momento em
que o diagnostico pré-natal de HDC € normalmente realizado, ou seja, ao redor de 24 a 28
semanas.

Em nosso estudo também ndo observamos alteracdes da morfometria pulmonar
com a administracdo do &cido retindico no final da gestacdo de ratos com HDC, com
manuten¢do da MLI, do DEA e da relacdo MCT/EA entre fetos com HDC néo tratados e

tratados. Estes resultados sdo condizentes com os resultados relatados por Gallot et al. que ndo
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observaram diferencas na morfologia pulmonar com o tratamento pré-natal com acido retindico
no modelo animal de HDC criada cirurgicamente em fetos de coelho (22).

Os efeitos benéficos do tratamento pré-natal com 4cido retindico ou vitamina A
precocemente na gestacdo de fetos com HDC estd provavelmente relacionado a compensagio
da inibi¢do da enzima RALDH2 pelo nitrofen. No entanto, ainda ndo se conhece o efeito do
tratamento tardio com acido retindico, quando as alteracdes histopatoldgicas e fisioldgicas ja
estdo estabelecidas. Seria de particular interesse o estudo da suplementacdo do dcido retindico
durante a fase alveolar do desenvolvimento pulmonar uma vez que o &cido retindico é
necessario para o processo de septacdo e alveolarizagdo. O obsticulo para realizacdo destes
estudos em modelos animais, é que a alveolarizacdo se inicia tardiamente nestes modelos —
periodo pés-natal em ratos em ultimos dias de gestacdo em coelhos — e ndo € possivel manter
animais neonatos com HDC vivos para realizacdo do tratamento.

Nao existem estudos na literatura sobre o efeito dos retindides nas arteriolas
pulmonares normais ou na HDC. Outras interven¢des medicamentosas, como a betametasona,
demonstraram serem uteis na reducdo da espessura de arteriolas pulmonares em fetos de
coelhos normais (47). Nossos resultados mostraram aumento da espessura da camada média
das arteriolas pulmonares, como relatado por outros previamente na HDC (23,24). Além disso,
foi observado que o tratamento pré-natal com 4cido retindico reduziu a espessura da camada
muscular média em fetos com HDC. Uma vez que a espessura desta camada estd diretamente
relacionada a hipertensdo pulmonar, o tratamento com 4&cido retindico pode ser util na
atenuacdo desta complicacdo, a qual € um das principais causas de mortalidade nesta doenca
(6,24).

A hipétese deste estudo foi que um distirbio na expressao de VEGF e seus
receptores FLT-1 e FLK-1 faria parte da patogénese da HDC e que o tratamento pré-natal com
acido retindico seria capaz de restaurar a expressao deste fator e seus receptores. Para avaliar
esta hipdtese foi analisada a expressao de VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 no modelo de HDC
induzida pelo nitrofen em fetos de rato com tratamento pré-natal com 4cido retindico. Foi
observada que a expressdao de VEGF, VEGFR1 e VEGFR?2 estavam diminuidas nos fetos com
HDC e que a expressdao de VEGFRI1 era restaurada com tratamento pré-natal acido retindico na

andlise por imunoistoquimica e western blotting. No entanto, a andlise por imunoistoquimica
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mostrou restauracdo da expressio de VEGFR2 que nao foi observada na anédlise por western
blotting.

Esses dados sugerem que, ndo s6 uma alteracio na sinalizacdo do VEGF pode estar
relacionada a vascularizacdo anormal na HDC, mas também que tratamento, como o acido
retindico, podem ser especialmente benéfico no manejo da HDC por melhorar a sinalizagdo do
VEGF por meio da recuperacdo da expressio dos seus receptores. Devido a sua
teratogenicidade o 4cido retindico estd contra-indicado na gravidez. No entanto no final da
gestacdo, seus efeitos na maioria dos tecidos fetais estdo reduzidos ou anulados uma vez que a
maior parte dos 6rgaos ja estd formada. O tratamento com 4cido retindico seria particularmente
interessante neste periodo de menores efeitos adversos, quando hd aumento da vascularizacdo e
alveolarizacdo pulmonares, que estdo prejudicados na doenca. Além disso, uma vez esclarecido
em detalhes o mecanismo de acdo dos retindides na HDC seria possivel a interven¢do na via de
outras maneiras por meio de administracdo de precursores, reposi¢cao enzimatica, ou mesmo
terapia génica de genes-alvo do 4cido retindico.

Apesar de a via de sinalizacdo do VEGF ter sido previamente estudada no mesmo
modelo, os resultados foram conflitantes e poucos autores abordaram o papel dos receptores.
Hara et al. descreveram diminui¢do da quantidade de VEGF-A no pulmao de fetos com HDC
induzida por nitrofen comparados a fetos expostos ao nitrofen sem HDC e niveis inalterados de
RNAm de VEGFR1 e VEGFR2 nestes animais. No entanto, Hara et al. Utilizaram extratos de
pulmao total para analise (38), enquanto no presente estudo foi utilizado somente o pulméao
esquerdo, o qual € o mais gravemente afetado pela HDC.

Além disso, o VEGF-A e o VEGFR?2 trabalham em sistema de retroalimentacao
positiva, de forma que niveis diminuidos de VEGF-A estdo normalmente associados a niveis
diminuidos de VEGFR2 devido a diminuicdo do estimulo de VEGF-A para producdo do
receptor (48). Desta forma, uma diminui¢do dos niveis de VEGFR?2 estaria consistente com a
diminui¢ao de VEGF-A neste modelo como foi relatado por varios outros autores (36,37,38).

Por outro lado, um aumento na quantidade da proteina VEGF-A foi descrita tanto
no modelo experimental de HDC induzida por nitrofen (39) quanto em seres humanos (49).
Apesar de a razdo para os resultados conflitantes ndo ser clara, Shehata et al. analisaram por

N

meio de imunoistoquimica o pulmdo de neonatos com HDC submetidos a necropsia apds
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tratamento com ventilacdo mecanica com altos niveis tensionais de oxigénio, o que poderia
alterar a producdo de VEGF e seus receptores. Apesar disto, niveis elevados de VEGFR2
poderiam ser observados em mesmo com diminui¢cdo de VEGF-A se houver um distdrbio do
sistema de retroalimentagdo positiva. O efeito do tratamento pré-natal com &4cido retindico na
recuperacao da expressao de VEGF e seus receptores nao havia sido abordado anteriormente na
literatura.

Os receptores VEGFR1 e VEGFR2 apresentam funcdes diferentes no
desenvolvimento vascular. O receptor VEGFR1 é um modulador negativo da divisdao das
células endoteliais, uma vez que apresenta baixa atividade tirosina quinase, mas alta afinidade
pelo VEGF. Ratos knockout para o gene do VEGFR1 ndo sobrevivem até o final da gestacdo
apresentando hipertrofia e desorganizagdo da vasculatura. Esses dados sugerem que o VEGFR1
seria necessdrio para o controle da vascularizacio exercendo um papel organizacional na
angiogénese. (29). J4 o VEGFR2 tem importante papel mitogénico e de sobrevivéncia de vasos
neoformados sendo o principal estimulo para inicio da angiogénese e manutencdo dos vasos
embriondrio e fetais. O silenciamento do VEGFR2 leva a 6bito precocemente na gestagao por
abolicdo da angiogénese (30). Desta forma a expressao e equilibrio de ambos os receptores sio
fundamentais para a vascularizacao adequada.

Finalmente, podemos concluir que nossos resultados foram similares em modelos
de coelhos e ovelhas que compartilham de desenvolvimento pulmonar mais semelhante a fase
final em humanos (50,51). Apesar de algumas limitacdes que o modelo do nitrofen,
especialmente no que diz respeito a fase de alveolarizagdo pulmonar em ratos que se inicia
somente na vida pés-natal, enquanto que em humanos se inicia no fim da gestacado, ainda assim,
o 4cido retindico teria uma aplicacdo potencialmente benéfica mais no final da gestacdo de
humanos por estimular a septacdo, alveolarizacdo e reducdo da camada média das arteriolas

pulmonares (20).
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7. CONCLUSAO
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7.1 Geral
O tratamento pré-natal com 4cido retindico alterou a expressdo de VEGF e do

receptor VEGFR1 no modelo animal de HDC induzida pelo nitrofen.

7.2 Especificas

A administracdo pré-natal de 4cido retindico nos fetos expostos ao nitrofen com
HDC:

7.2.1- ndo alterou o desenvolvimento e a morfometria pulmonares

7.2.2- reduziu a espessura da camada média das arteriolas pulmonares

7.2.3- restaurou a expressaio de VEGF e VEGFRI quando a expressdo dos
receptores VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 apresentava-se diminuida na HDC. 8.
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Tabela — Resultado das mensuragdes do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relacdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Controle Externo (CE).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 6503 126 41 0,0194
2 6823 152 50 0,0223
3 3282 113 38 0,0344
4 6278 100 32 0,0159
5 7268 142 44 0,0195
6 6315 123 43 0,0195
7 5431 127 40 0,0234
8 4792 98 33 0,0205
9 4954 94 32 0,0190

10 4457 95 31 0,0213
11 5138 84 33 0,0163
12 6688 147 51 0,0220
13 6419 140 48 0,0218
14 5764 145 47 0,0252
15 6547 141 51 0,0215
16 6962 156 54 0,0224
17 6664 152 55 0,0228
18 5626 135 46 0,0240
19 6373 106 40 0,0166
20 6723 160 52 0,0238
21 6645 146 49 0,0220
22 6335 162 51 0,0256
23 6475 157 49 0,0242
24 6691 164 54 0,0245
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25 4912 121 40 0,0246
Média 6003 131 44 0,0221
Desvio-padrao 950,7 24,3 7,7 0,0037

Tabela — Resultado das mensuragdes do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relacdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Oleo de Oliva Nitrofen (ON).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 6503 126 41 0,0194
2 6823 152 50 0,0223
3 3282 113 38 0,0344
4 6278 100 32 0,0159
5 7268 142 44 0,0195
6 6315 123 43 0,0195
7 5431 127 40 0,0234
8 4792 98 33 0,0205
9 4954 94 32 0,0190

10 4457 95 31 0,0213
11 5138 84 33 0,0163
12 6688 147 51 0,0220
13 6419 140 48 0,0218
14 5764 145 47 0,0252
15 6547 141 51 0,0215
16 6962 156 54 0,0224
17 6664 152 55 0,0228
18 5626 135 46 0,0240
19 6373 106 40 0,0166
20 6723 160 52 0,0238
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21 6645 146 49 0,0220

22 6335 162 51 0,0256

23 6475 157 49 0,0242

24 6691 164 54 0,0245

25 4912 121 40 0,0246
Média 6039 159 54 0,0265
Desvio-padrao 442,3 22,9 8,1 0,0025

Tabela — Resultado das mensura¢des do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulméao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relacdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Oleo de Oliva Acido Retindico (OA).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 6642 157 55 0,0236
2 6358 161 51 0,0253
3 5918 150 50 0,0253
4 6208 164 52 0,0264
5 6750 136 46 0,0201
6 6237 139 45 0,0223
7 6163 175 56 0,0284
8 5618 132 41 0,0235
9 5626 129 41 0,0229

10 6291 141 47 0,0224
11 5933 128 42 0,0216
12 6491 185 58 0,0285
13 6595 164 52 0,0249
14 6215 144 46 0,0232
15 6172 151 50 0,0245
16 6510 166 50 0,0255
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17 6325 166 56 0,0262

18 6123 156 52 0,0255

19 6797 188 63 0,0277

20 5441 151 51 0,0278

21 6548 164 52 0,0250

22 5476 136 40 0,0248

23 6518 167 55 0,0256

24 6430 159 53 0,0247

25 5652 131 42 0,0229
Média 6201 154 50 0,0248
Desvio-padrao 395,0 16,9 59 0,0021

Tabela — Resultado das mensura¢des do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relacdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Acido Retinéico (AR).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 7195 187 58 0,0260
2 4897 129 45 0,0263
3 4331 100 32 0,0231
4 6548 172 57 0,0263
5 5678 155 49 0,0273
6 5757 155 48 0,0269
7 6986 154 51 0,0220
8 6615 162 47 0,0245
9 6307 154 47 0,0244

10 7122 170 54 0,0239
11 6989 156 51 0,0223
12 7158 166 56 0,0232
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13 7153 170 52 0,0238

14 5706 148 50 0,0259
15 5540 130 45 0,0235
16 5554 102 35 0,0184
17 5378 114 42 0,0212
18 6387 143 49 0,0224
19 4620 102 35 0,0221
20 7256 188 58 0,0259
21 6778 163 56 0,0240
22 7458 173 56 0,0232
23 5081 122 43 0,0240
24 6443 188 61 0,0292
25 6815 161 52 0,0236
Média 6230 151 49 0,0241
Desvio-padrao 910,0 26,6 7,6 0,0022

Tabela — Resultado das mensura¢des do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relagcdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Nitrofen sem HDC (N-).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 5764 101 37 0,0175
2 4665 94 33 0,0202
3 5191 118 40 0,0227
4 5555 122 42 0,0220
5 5593 98 32 0,0175
6 6280 121 40 0,0193
7 5301 122 36 0,0230
8 5438 127 51 0,0234
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9 4834 106 47 0,0219

10 5501 125 42 0,0227
11 5942 91 28 0,0153
12 5889 92 32 0,0156
13 5670 90 30 0,0159
14 5154 77 30 0,0149
15 5430 94 33 0,0173
16 5673 96 36 0,0169
17 5828 99 34 0,0170
18 5206 109 39 0,0209
19 5213 68 35 0,0130
20 5131 83 32 0,0162
21 5264 115 40 0,0218
22 5201 112 34 0,0215
23 5193 118 45 0,0227
24 5706 130 42 0,0228
25 4952 96 36 0,0194
Média 5423 104 37 0,0195
Desvio-padrao 373,4 16,5 5,7 0,0031

Tabela — Resultado das mensura¢des do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relagcdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Nitrofen com HDC (HDC).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 5514 79 18 0,0143
2 6272 103 28 0,0164
3 6034 95 31 0,0157
4 5760 92 30 0,0160
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5 5529 95 33 0,0172
6 5900 102 31 0,0173
7 6064 89 36 0,0147
8 5744 82 21 0,0143
9 4897 66 18 0,0135
10 5201 81 25 0,0156
11 5531 85 22 0,0154
12 4989 101 33 0,0202
13 5225 83 19 0,0159
14 5454 95 21 0,0174
15 5838 78 33 0,0134
16 5799 82 14 0,0141
17 5113 87 20 0,0170
18 4838 72 21 0,0149
19 5277 52 17 0,0099
20 4772 80 24 0,0168
21 4940 73 23 0,0148
22 6163 82 24 0,0133
23 6371 102 31 0,0160
24 5230 76 21 0,0145
25 5683 79 23 0,0139
Média 5526 84 25 0,0153
Desvio-padrao 467,9 12,2 6,1 0,0020

Tabela — Resultado das mensuragdes do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relagdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Nitrofen + Acido Retinéico sem HDC (NAR-).
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Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 4466 66 24 0,0148
2 4514 87 33 0,0193
3 5717 112 40 0,0196
4 5134 87 31 0,0169
5 4599 77 29 0,0167
6 4832 93 34 0,0192
7 4961 101 37 0,0204
8 4935 114 38 0,0231
9 4840 115 40 0,0238
10 4737 98 35 0,0207
11 4674 85 33 0,0182
12 5199 120 42 0,0231
13 5427 109 39 0,0201
14 5608 137 47 0,0244
15 5381 139 44 0,0258
16 5542 117 35 0,0211
17 4993 118 41 0,0236
18 5077 129 45 0,0254
19 4466 66 24 0,0148
20 5434 114 43 0,0210
21 5045 107 38 0,0212
22 5150 109 34 0,0212
23 4921 68 22 0,0138
24 4977 86 27 0,0173
25 4806 76 29 0,0158
Média 5040 103 36 0,0203
Desvio-padrao 3429 20,5 6,6 0,0033
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Tabela — Resultado das mensuragdes do Peso Corporal (PC) (mg), Peso do Pulmao Esquerdo
(PPE) (mg), Peso Pulmonar Total (PPT) (mg) e relacdo Peso Pulmonar Total / Peso Corporal
(PPT/PC) do grupo Nitrofen + Acido Retinico com HDC (NA+).

Feto PC PPT PPE PPT/PC
1 5115 107 36 0,0209
2 4754 75 27 0,0158
3 4881 72 24 0,0148
4 4581 72 19 0,0157
5 4948 62 20 0,0125
6 4627 51 19 0,0110
7 5564 80 23 0,0144
8 4761 62 18 0,0130
9 5334 73 21 0,0137

10 5485 83 25 0,0151
11 5102 71 24 0,0139
12 4461 72 26 0,0161
13 5263 91 25 0,0173
14 5410 80 25 0,0148
15 4856 72 23 0,0148
16 5543 81 22 0,0146
17 5482 82 25 0,0150
18 4634 50 20 0,0108
19 5224 67 19 0,0128
20 4975 68 21 0,0137
21 5660 85 28 0,0150
22 4465 62 19 0,0139
23 4850 64 18 0,0132
24 4762 69 23 0,0145
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25 4508 66 18 0,0146
Média 5010 73 23 0,0145
Desvio-padrao 378,5 12,2 4,1 0,0020

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuragdes por campo, do grupo Controle Externo

(CE).

Campo MLI DEA MCTP
1 38,81 18,72 0,5176
39,13 13,98 0,6428

) 36,07 17,36 0,5188
58,85 41,37 0,2970

3 45,08 29,51 0,3454
79,15 43,40 0,4517

4 34,92 14,07 0,5972
41,16 17,21 0,5818

5 40,19 22,30 0,4451
32,69 14,74 0,5491

6 28,23 17,05 0,3960
57,95 37,25 0,3571

" 38,81 17,81 0,5412
28,39 12,06 0,5751

8 44,56 22,94 0,4851
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

34,69
35,19
40,78
32,47
42,15
27,99
29,22
52,25
51,57
55,85
37,77
36,04
50,92
35,75
32,78
32,88
41,05
31,25
24,84
25,32
32,42
39,75

46,26
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17,19
16,90
24,20
21,05
21,35
14,33
16,44
34,61
36,13
30,53
16,18
13,89
28,37
20,63
19,08
21,00
24,00
14,42
9,88
10,14
22,37
19,18

29,85

0,5044
0,5197
0,4066
0,3518
0,4935
0,4880
0,4375
0,3375
0,2994
0,4535
0,5715
0,6146
0,4429
0,4230
0,4179
0,3611
0,4153
0,5387
0,6024
0,5995
0,3099
0,5175

0,3547



20 42,74 15,85 0,6291

33,03 14,56 0,5592
Média 39,72 21,30 0,4738
10,71 8,35 0,0994

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuracdes por campo, do grupo Placebo Oleo de

Oliva Nitrofen (ON).

Campo MLI DEA MCTP
1 80,77 30,69 50,08
95,45 33,41 62,05
) 105,00 33,60 71,40
87,50 24,50 63,00
3 95,45 2291 72,55
75,00 25,50 49,50
4 116,67 30,33 86,33
95,45 26,73 68,73
5 105,00 32,55 72,45
131,25 36,75 94,50
6 95,45 27,68 67,77
95,45 41,05 54,41
" 116,67 52,50 64,17
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

95,45
131,25
105,00
87,50
95,45
80,77
87,50
95,45
70,00
70,00
80,77
95,45
95,45
105,00
95,45
75,00
95,45
105,00
87,50
95,45
80,77
95,45

95,45
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24,82
27,56
30,45
28,88
37,23
21,00
21,88
32,45
31,50
22,40
33,92
23,86
21,95
29,40
20,05
23,25
25,77
35,70
24,50
30,55
32,31
23,86

24,82

70,64
103,69
74,55
58,63
58,23
59,717
65,63
63,00
38,50
47,60
46,85
71,59
73,50
75,60
75,41
51,75
69,68
69,30
63,00
64,91
48,46
71,59

70,64



19 70,00 16,10 53,90

75,00 17,25 57,75

20 95,45 32,45 63,00
61,76 27,79 33,97

Média 92,95 28,50 64,45
15,29 6,82 13,58

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuracdes por campo, do grupo Placebo Oleo de

Oliva Acido Retinéico (OA).

Campo MLI DEA MCTP
1 105,00 22,05 82,95
95,45 27,68 67,77
2 75,00 16,50 58,50
95,45 27,68 67,77
3 87,50 14,00 73,50
87,50 23,63 63,88
4 105,00 49,35 55,65
105,00 42,00 63,00
5 75,00 22,50 52,50
105,00 29,40 75,60
6 116,67 54,83 61,83
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10

11

12

13

14

15

16

17

87,50
95,45
70,00
75,00
80,77
95,45
65,63
70,00
58,33
87,50
61,76
80,77
80,77
87,50
87,50
105,00
87,50
105,00
61,76
70,00
87,50
95,45

75,00
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35,00
27,68
19,60
22,50
31,50
24,82
10,50
8,40
8,17
18,38
9,88
23,42
25,85
22,75
38,50
31,50
15,75
13,65
8,03
20,30
19,25
20,05

18,75

52,50
67,77
50,40
52,50
49,27
70,64
55,13
61,60
50,17
69,13
51,88
57,35
54,92
64,75
49,00
73,50
71,75
91,35
53,74
49,70
68,25
75,41

56,25



18 105,00 33,60 71,40

80,77 16,15 64,62

19 87,50 20,13 67,38
80,77 33,92 46,85

20 131,25 34,13 97.13
80,77 17,77 63,00

Média 87,24 23,99 63,26
15,76 10,68 11,58

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espagco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuracdes por campo, do grupo Controle Acido

Retinéico (CA).

Campo MLI DEA MCTP
1 70,00 34,30 35,70
70,00 17,50 52,50
) 65,63 23,63 42,00
75,00 15,00 60,00
3 70,00 25,90 44,10
61,76 16,68 45,09
4 75,00 22,50 52,50
61,76 11,74 50,03
5 52,50 14,18 38,33
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10

11

12

13

14

15

16

65,63
87,50
95,45
61,76
87,50
70,00
75,00
65,63
65,63
75,00
80,77
42,00
52,50
87,50
87,50
95,45
87,50
87,50
95,45
95,45
75,00
80,77

80,77
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23,63
20,13
25,77
17,91
28,00
31,50
35,25
19,69
21,00
26,25
21,81
11,76
20,48
30,63
27,13
35,32
31,50
33,25
47,73
41,05
36,75
16,15

25,85

42,00
67,38
69,68
43,85
59,50
38,50
39,75
45,94
44,63
48,75
58,96
30,24
32,03
56,88
60,38
60,14
56,00
54,25
47,73
54,41
38,25
64,62

54,92



17 95,45 30,55 64,91

80,77 24,23 56,54
18 95,45 35,32 60,14
95,45 21,95 73,50

19 80,77 21,81 58,96
50,00 13,50 36,50

20 75,00 18,75 56,25
75,00 27,75 47,25

Média 76,17 25,09 51,08
14,03 8,29 10,66

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco

aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuragdes por campo, do grupo Nitrofen sem
HDC (N-).

Campo MLI DEA MCTP
1 105,00 18,90 86,10
105,00 17,85 87,15
2 95,45 11,45 84,00
95,45 12,41 83,05
3 70,00 15,40 54,60
58,33 18,08 40,25
4 80,77 21,81 58,96
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10

11

12

13

14

15

87,50
80,77
65,63
70,00
87,50
65,63
87,50
105,00
65,63
95,45
95,45
116,67
80,77
105,00
105,00
87,50
131,25
75,00
65,63
80,77
55,26
150,00

80,77
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20,13
25,85
22,31
19,60
37,63
34,78
14,00
21,00
16,41
16,23
21,95
22,17
12,12
18,90
15,75
28,88
17,06
30,00
15,09
26,65
19,89
27,00

17,77

67,38
54,92
43,31
50,40
49,88
30,84
73,50
84,00
49,22
79,23
73,50
94,50
68,65
86,10
89,25
58,63
114,19
45,00
50,53
54,12
35,37
123,00

63,00



16 105,00 24,15 80,85

75,00 23,25 51,75
17 95,45 20,05 7541
65,63 19,03 46,59

18 75,00 26,25 48,75
105,00 31,50 73,50

P 75,00 24,00 51,00
80,77 26,65 54,12

20 95,45 20,05 75.41
75,00 19,50 55,50

Média 87,42 21,29 66,14
19,70 5,97 20,60

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes didmetro de espaco aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuragdes por campo, do grupo Nitrofen com

HDC (N+).

Campo MLI DEA MCTP
1 95,45 12,41 83,05
105,00 15,75 89,25
2 95,45 15,27 80,18
131,25 28,88 102,38
3 75,00 10,50 64,50
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10

11

12

13

14

131,25
70,00
95,45
105,00
75,00
95,45
131,25
150,00
150,00
105,00
131,25
150,00
210,00
80,77
70,00
150,00
70,00
116,67
80,77
95,45
75,00
175,00

116,67

130

19,69
12,60
24,82
11,55
18,00
25,77
38,06
22,50
25,50
17,85
13,13
18,00
16,80
20,19
10,50
15,00
15,40
14,00
17,77
16,23
15,00
12,25

8,17

111,56
57,40
70,64
93,45
57,00
69,68
93,19
127,50
124,50
87,15
118,13
132,00
193,20
60,58
59,50
135,00
54,60
102,67
63,00
79,23
60,00
162,75

108,50



15 210,00 16,80 193,20

210,00 12,60 197,40
’ 150,00 10,50 139,50
350,00 21,00 329,00

17 262,50 15,75 246,75
350,00 17,50 332,50

r 116,67 18,67 98,00
175,00 21,00 154,00

19 105,00 22,05 82,95
95,45 23,86 71,59

20 131,25 26,25 105,00
131,25 40,69 90,56

Média 135,48 18,46 117,03
66,67 6,93 66,70

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuracoes da média linear de interceptagdo (MLI) e seus
componentes diametro de espago aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espagco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuragdes por campo, do grupo Acido Retindico

+ Nitrofen sem HDC (NA-).

Campo MLI DEA MCTP
1 65,63 21,00 44,63
70,00 25,90 44,10
2 80,77 17,77 63,00
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10

11

12

13

70,00
131,25
80,77
75,00
87,50
80,77
116,67
87,50
87,50
95,45
105,00
87,50
150,00
116,67
131,25
80,77
95,45
87,50
150,00
80,77
131,25
105,00

116,67

132

18,90
18,38
16,96
21,75
15,75
21,81
30,33
21,00
28,88
26,73
30,45
20,13
21,00
22,17
27,56
15,35
21,95
16,63
28,50
16,96
18,38
31,50

28,00

51,10
112,88
63,81
53,25
71,75
58,96
86,33
66,50
58,63
68,73
74,55
67,38
129,00
94,50
103,69
65,42
73,50
70,88
121,50
63,81
112,88
73,50

88,67



14 80,77 13,73 67,04

95,45 22,91 72,55
15 75,00 18,75 56,25
80,77 42,00 38,77

16 87,50 18,38 69,13
61,76 15,44 46,32

17 105,00 16,80 88,20
75,00 16,50 58,50

18 87,50 23,63 63,88
105,00 16,80 88,20

19 70,00 20,30 49,70
95,45 26,73 68,73

20 95,45 22,91 72,55
80,77 25,85 54,92

Média 94,05 22,11 71,94
21,97 5,80 21,27

Desvio-padrao

Tabela — Resultado das mensuragdes da média linear de interceptacio (MLI) e seus
componentes didmetro de espaco aéreo (DEA) e média de comprimento de transec¢do / espaco
aéreo (MCTP) de vinte campos, com duas mensuracdes por campo, do grupo Acido Retindico

+ Nitrofen com HDC (NA+).

Campo MLI DEA MCTP
1 131,25 19,69 111,56
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10

11

12

175,00
116,67
105,00
262,50
262,50
175,00
210,00
95,45
80,77
116,67
61,76
87,50
87,50
116,67
87,50
131,25
175,00
350,00
210,00
116,67
131,25
150,00

116,67
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19,25
12,83
12,60
15,75
18,38
10,50
12,60
17,18
11,31
12,83
9,88

13,13
14,00
12,83
12,25
15,75
10,50
14,00
10,50
17,50
13,13
16,50

8,17

155,75
103,83
92,40
246,75
244,13
164,50
197,40
78,27
69,46
103,83
51,88
74,38
73,50
103,83
75,25
115,50
164,50
336,00
199,50
99,17
118,13
133,50

108,50



13

14

15

16

17

18

19

20

Média

Desvio-padrao

131,25
131,25
350,00
175,00
116,67
116,67
116,67
210,00
210,00
95,45

150,00
75,00

105,00
150,00
87,50

131,25
147,61

67,33

13,13
10,50
21,00
10,50
17,50
16,33
12,83
18,90
23,10
24,82
12,00
12,75
17,85
19,50
15,75
22,31
15,00

3,99

118,13
120,75
329,00
164,50
99,17

100,33
103,83
191,10
186,90
70,64

138,00
62,25

87,15

130,50
71,75

108,94
132,61

66,58
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)

e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Controle Externo (CE).

ED ID ECM
1 48,06 22,39 0,5342
2 32,88 14,16 0,5692
3 44,52 19,40 0,5643
4 33,31 13,43 0,5968
5 36,26 20,63 0,4310
6 52,32 25,59 0,5110
7 25,61 10,66 0,5838
8 41,25 19,40 0,5297
9 43,97 17,50 0,6020
10 33,09 13,89 0,5803
11 49,95 11,74 0,7650
12 45,93 14,59 0,6823
13 43,82 25,96 0,4075
14 25,55 8,77 0,6566
15 37,79 16,37 0,5669
16 56,58 47,30 0,1640
17 52,71 38,17 0,2758
18 57,72 46,14 0,2006
19 52,91 40,73 0,2302
20 36,83 22,73 0,3829
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

45,37
22,71
21,85
40,73
32,99
43,27
34,83
34,72
29,13
32,20
31,16
29,43
34,85
50,72
42,68
54,27
40,45
53,49
46,79
45,43

40,45
9,68

36,60
10,98
16,14
23,57
23,28
35,52
21,40
20,55
16,62
18,20
18,74
13,58
13,31
29,26
26,60
25,96
16,14
22,32
28,84
35,37

22,56
9,73

0,1933
0,5165
0,2612
0,4214
0,2942
0,1791
0,3855
0,4080
0,4294
0,4349
0,3985
0,5386
0,6180
0,4232
0,3768
0,5216
0,6009
0,5827
0,3836
0,2214

0,4506
0,1537
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)
e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Oleo de Oliva Nitrofen

(ON).

ED ID ECM
1 26,17 16,46 0,3709
2 45,06 21,81 0,5160
3 41,10 22,47 0,4533
4 28,75 14,82 0,4847
5 32,61 21,64 0,3366
6 29,04 14,30 0,5075
7 43,77 22,13 0,4944
8 49,42 37,00 0,2513
9 37,37 20,47 0,4523
10 32,01 16,35 0,4892
11 39,31 17,81 0,5469
12 37,54 22,53 0,4000
13 49,62 40,77 0,1784
14 50,72 34,89 0,3120
15 30,61 20,59 0,3272
16 58,41 35,96 0,3844
17 52,34 37,75 0,2788
18 46,85 22,04 0,5296
19 33,45 17,48 0,4774
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

33,71
57,26
46,40
49,93
35,72
32,06
30,26
33,97
42,47
29,89
26,17
41,26
33,78
37,89
45,74
39,44
32,37
42,05
37,83
39,37
42,03
39,34

8,32

18,23
37,84
27,13
28,68
22,04
21,83
16,50
19,12
20,55
11,42
15,63
22,07
12,63
14,74
24,70
20,34
20,65
27,91
17,16
18,90
21,83
22,43

7,42

0,4592
0,3391
0,4153
0,4257
0,3832
0,3192
0,4549
0,4371
0,5160
0,6181
0,4027
0,4651
0,6261
0,6109
0,4601
0,4842
0,3620
0,3362
0,5465
0,5198
0,4807
0,4363

0,0999
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Tabela — Resultado das mensura¢des do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)
e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Oleo de Oliva Acido

Retindico (OA).

ED ID ECM
1 30,41 17,76 0,4160
2 30,65 17,26 0,4368
3 30,81 17,48 0,4326
4 39,62 23,08 0,4176
5 45,26 23,96 0,4706
6 34,78 14,42 0,5854
7 36,35 26,35 0,2752
8 38,40 25,18 0,3443
9 33,69 20,42 0,3939
10 37,23 21,47 0,4235
11 37,46 26,16 0,3018
12 38,14 13,80 0,6381
13 44,83 23,47 0,4765
14 51,05 31,97 0,3738
15 30,19 14,64 0,5151
16 44,01 22,26 0,4942
17 29,91 15,95 0,4668
18 41,86 23,75 0,4327
19 35,53 16,34 0,5403
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

42,84
33,98
40,12
28,39
29,71
43,47
27,40
58,72
32,67
39,64
43,71
49,50
33,34
41,33
31,69
30,87
47,09
46,73
46,10
32,01
41,07
38,26

7,19

18,18
21,55
23,68
14,62
16,79
22,60
14,07
24,75
14,93
16,99
26,67
22,87
12,54
19,37
20,77
20,16
25,15
23,75
32,04
22,28
22,15
20,79

4,78

0,5755
0,3657
0,4098
0,4850
0,4349
0,4800
0,4866
0,5785
0,5431
0,5715
0,3897
0,5379
0,6239
0,5313
0,3446
0,3469
0,4659
0,4918
0,3049
0,3038
0,4607
0,4542

0,0917
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)
e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Controle Acido

Retindico com HDC (CA).

ED ID ECM
1 50,37 30,36 0,3973
2 30,36 13,30 0,5620
3 55,09 23,18 0,5792
4 23,91 13,71 0,4267
5 35,80 27,60 0,2292
6 46,58 24,21 0,4803
7 33,36 12,82 0,6158
8 36,13 16,20 0,5517
9 49,47 24,31 0,5086
10 40,17 21,93 0,4542
11 52,30 35,72 0,3170
12 45,99 26,00 0,4347
13 58,00 30,93 0,4666
14 35,21 13,44 0,6183
15 33,34 16,44 0,5067
16 32,04 16,35 0,4898
17 24,55 12,60 0,4869
18 43,57 22,30 0,4883
19 20,55 11,05 0,4621
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

49,43
30,87
52,30
31,21
39,45
34,54
31,52
38,92
32,04
31,32
38,80
30,62
40,25
30,03
35,62
30,17
33,44
38,63
42,31
30,19
33,10
37,54

8,87

39,04
19,82
41,30
19,72
31,24
25,13
22,85
26,57
20,47
21,97
31,24
21,71
31,24
18,43
25,12
17,76
17,26
21,47
17,45
17,83
22,87
22,57

7,26

0,2103
0,3578
0,2103
0,3683
0,2082
0,2724
0,2751
0,3174
0,3613
0,2987
0,1947
0,2912
0,2237
0,3863
0,2948
0,4113
0,4839
0,4443
0,5876
0,4094
0,3091
0,3998

0,1229
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)

e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Nitrofen sem HDC (N-).

ED ID ECM
1 53,66 27,13 0,4944
2 54,89 32,45 0,4088
3 43,29 19,37 0,5524
4 57,83 21,40 0,6299
5 40,31 22,49 0,4421
6 51,17 27,86 0,4556
7 48,89 29,71 0,3923
8 52,98 19,00 0,6413
9 47,55 20,99 0,5586
10 48,41 17,81 0,6320
11 42,42 27,03 0,3627
12 53,83 34,32 0,3624
13 39,29 18,25 0,5356
14 56,80 19,76 0,6522
15 38,17 21,69 0,4317
16 32,42 17,38 0,4640
17 41,47 22,73 0,4520
18 48,48 31,10 0,3584
19 38,15 13,37 0,6496
20 36,08 19,54 0,4584
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

47,86
33,64
30,15
57,58
52,30
36,99
39,94
34,54
31,06
34,72
32,89
49,84
37,48
53,25
46,66
34,44
39,25
49,27
35,02
40,03
43,58

8,29

19,42
23,28
14,61
29,68
28,04
11,67
27,80
20,22
15,55
21,00
14,16
33,78
19,35
31,72
30,11
15,90
23,08
22,83
18,49
16,14
22,51

6,06

0,5943
0,3078
0,5154
0,4845
0,4640
0,6845
0,3041
0,4146
0,4994
0,3949
0,5694
0,3222
0,4837
0,4044
0,3546
0,5383
0,4121
0,5366
0,4720
0,5967
0,4822

0,1030
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), didmetro interno (DI, pm)

e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Nitrofen com HDC (N+).

ED ID ECM
1 52,95 20,45 0,6138
2 41,46 22,26 0,4631
3 49,18 21,35 0,5659
4 40,96 13,74 0,6646
5 59,83 31,08 0,4805
6 40,66 17,86 0,5607
7 43,82 19,00 0,5663
8 37,54 11,12 0,7038
9 45,99 20,63 0,5514
10 47,01 24,81 0,4723
11 30,95 12,25 0,6041
12 21,81 8,39 0,6151
13 36,81 11,00 0,7012
14 33,97 15,59 0,5413
15 38,08 18,06 0,5256
16 43,92 19,72 0,5510
17 39,52 16,84 0,5739
18 33,53 14,22 0,5759
19 51,14 29,14 0,4302
20 50,91 16,46 0,6766

146



21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

42,06
36,52
48,91
56,22
50,28
37,91
35,35
36,87
40,78
38,30
47,79
47,07
38,33
49,34
40,86
40,85
42,96
51,31
31,25
42,75
42,39

7,54

12,79
14,07
15,53
26,42
19,00
18,72
13,80
15,24
10,89
13,24
19,38
23,32
17,39
20,28
16,89
11,03
23,29
21,08
6,09
16,79
17,48

5,37

0,6958
0,6148
0,6825
0,5300
0,6221
0,5062
0,6095
0,5867
0,7329
0,6542
0,5944
0,5045
0,5463
0,5890
0,5866
0,7299
0,4579
0,5891
0,8051
0,6073
0,5920

0,0830
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)
e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Nitrofen + Acido

Retindico sem HDC (NA-).

ED ID ECM
1 32,99 10,01 0,6964
2 35,09 17,86 0,4910
3 49,79 27,84 0,4410
4 32,81 21,15 0,3552
5 36,37 14,27 0,6078
6 35,23 11,62 0,6701
7 31,80 14,44 0,5459
8 30,88 14,34 0,5357
9 48,86 29,23 0,4018
10 37,90 20,55 0,4578
11 30,48 14,87 0,5121
12 37,37 19,38 0,4815
13 44,72 29,63 0,3375
14 33,90 17,39 0,4872
15 35,40 23,90 0,3248
16 51,21 38,29 0,2523
17 30,31 18,36 0,3943
18 33,73 21,35 0,3671
19 45,26 26,98 0,4040
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

39,73
42,97
30,62
30,96
55,07
42,10
34,56
37,00
39,72
35,09
58,18
36,99
39,27
36,55
58,14
31,03
48,62
39,28
34,04
40,05
48,09
39,30

7,76

21,01
20,75
13,77
22,42
28,04
28,14
18,94
17,91
19,21
15,35
35,17
25,12
21,13
23,38
40,76
15,35
26,75
19,18
25,26
18,37
23,04
21,76

6,86

0,4711
0,5170
0,5505
0,2759
0,4909
0,3316
0,4519
0,5160
0,5164
0,5625
0,3955
0,3209
0,4620
0,3605
0,2988
0,5053
0,4497
0,5118
0,2578
0,5414
0,5210
0,4518

0,1062
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Tabela — Resultado das mensuragdes do didmetro externo (DE, um), diametro interno (DI, um)
e espessura proporcional da camada muscular média (ECM) do grupo Nitrofen + Acido

Retindico com HDC (NA+).

ED ID ECM
1 32,99 10,01 0,6964
2 35,09 17,86 0,4910
3 49,79 27,84 0,4410
4 32,81 21,15 0,3552
5 36,37 14,27 0,6078
6 35,23 11,62 0,6701
7 31,80 14,44 0,5459
8 30,88 14,34 0,5357
9 48,86 29,23 0,4018
10 37,90 20,55 0,4578
11 30,48 14,87 0,5121
12 37,37 19,38 0,4815
13 44,72 29,63 0,3375
14 33,90 17,39 0,4872
15 35,40 23,90 0,3248
16 51,21 38,29 0,2523
17 30,31 18,36 0,3943
18 33,73 21,35 0,3671
19 45,26 26,98 0,4040
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média

Desvio-padrao

39,73
42,97
30,62
30,96
55,07
42,10
34,56
37,00
39,72
35,09
58,18
36,99
39,27
36,55
58,14
31,03
48,62
39,28
34,04
40,05
48,09
39,30

7,76

21,01
20,75
13,77
22,42
28,04
28,14
18,94
17,91
19,21
15,35
35,17
25,12
21,13
23,38
40,76
15,35
26,75
19,18
25,26
18,37
23,04
21,76

6,86

0,4711
0,5170
0,5505
0,2759
0,4909
0,3316
0,4519
0,5160
0,5164
0,5625
0,3955
0,3209
0,4620
0,3605
0,2988
0,5053
0,4497
0,5118
0,2578
0,5414
0,5210
0,4518

0,1062
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Tabela — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarca¢ao para VEGF dos grupos
estudados. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de
oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com
HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com 4cido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado

com 4cido retindico. 0= negativo; 1= fraco; 2= moderado; 3= forte; 4= muito forte.

CE ON OA CA N- N+ NA- NA+
2 2 1 2 1 0 2 3
2 1 1 1 1 1 1 1
1 2 1 2 1 0 1 2
2 1 2 2 2 0 2 3
2 1 3 2 3 0 1 2
1 3 1 2 1 1 2 3
2 1 2 2 3 1 2 1
2 2 1 2 2 1 3 2
1 1 1 2 1 2 2 1
1 1 2 2 3 2 3 1
1 1 1 2 3 1 3 2
1 2 1 2 2 1 3 1
3 2 2 2 1 2 2 2
2 1 2 1 1 2 2 3
2 2 2 1 1 0 1 3
3 2 2 2 1 1 1 2
3 1 2 1 1 0 1 3
2 2 2 1 1 1 1 3
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Tabela — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarcacao para VEGFR1 dos grupos
estudados. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de
oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com
HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com 4cido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado

com 4cido retindico. 0= negativo; 1= fraco; 2= moderado; 3= forte; 4= muito forte.

CE ON OA CA N- N+ NA- NA+
3 3 2 1 4 0 0 2
4 2 2 2 3 0 2 3
3 2 2 4 2 1 1 3
2 2 3 1 2 0 1 3
3 1 2 2 3 0 3 3
2 2 3 4 2 1 1 2
3 2 2 1 3 1 1 3
1 1 2 0 3 2 3 3
2 2 1 3 2 1 3 2
4 3 3 2 3 3 3 3
3 1 1 1 3 3 3 3
4 2 2 3 2 2 2 0
3 3 3 1 2 1 2 3
2 3 2 2 1 1 0 2
1 3 2 4 1 1 2 0
2 3 2 1 2 2 2 4
1 3 1 1 1 3 0 2
2 3 1 4 1 2 3 4
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Tabela — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarcacao para VEGFR2 dos grupos
estudados. CE: Controle externo; ON: Placebo 6leo de oliva nitrofen; OA: Placebo 6leo de
oliva acido retindico; CA: Controle acido retindico; N-: Nitrofen sem HDC; N+: Nitrofen com
HDC; NA-: Nitrofen sem HDC tratado com 4cido retindico; NA+: Nitrofen com HDC tratado

com 4cido retindico. 0= negativo; 1= fraco; 2= moderado; 3= forte; 4= muito forte.

CE ON OA CA N- N+ NA- NA+
2 1 3 1 1 1 3 3
1 2 2 1 0 1 4 2
2 1 3 2 0 1 3 2
1 2 2 1 1 2 2 3
1 3 2 1 1 1 3 2
2 1 1 2 0 1 3 2
2 2 2 1 2 1 1 2
2 3 2 3 1 1 1 2
1 0 1 2 3 1 1 1
3 2 2 1 3 1 2 3
2 1 1 3 2 2 0 2
1 3 1 1 3 1 2 1
1 2 2 2 2 1 2 2
2 2 0 2 1 1 1 2
2 3 1 3 2 1 1 3
2 2 3 2 2 1 2 2
3 1 2 2 2 1 1 2
2 1 3 2 2 2 1 2
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