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ERGA-SE...

Sabe aquele momento que a gente pensa que chegou ao limite das proprias forcas e que
ndo vai mais conseguir avancar? Quando ndo contemos as ldgrimas e tudo parece um

grande vazio...

Esse momento que, ndo importa a nossa idade, pensamos que jd é o fim... e um desanimo

enorme toma conta da gente...
Esse momento, ao contrdrio do que parece, é justamente o ponto de partida!

Se chegarmos a um estado em que ndo avangcamos mais, é que devemos provavelmente

tomar uma outra diregdo.

Quando chegamos a esse ponto de tal insatisfacdo é sinal de que alguma coisa deve ser

feita.

Ndo espere que os outros construam pra vocé, planeje e faca! Vocé é responsdvel pelos
proprios sonhos e pela realizagcdo destes. Nas obras da vida ndo precisamos de arquitetos
para planejar por nés. Com um pouco de imaginagdo e um muito de boa vontade podemos

reconstruir sozinhos a casa que vamos morar e o futuro que nos oferecemos.

E humano se sentir fragilizado as vezes e mesmo necessdrio para que tenhamos
consciéncia que ndo somos infaliveis, ndo somos super-herdis, mas seria desumano parar
por ai. E injusto. Para os outros, mas principalmente para consigo mesmo. Recomegar é a

palavra! Recomegar cada vez, a cada queda, a cada fim de uma estrada! Insistir!...

Se alguém te feriu, cure-se!
Se te derrubaram, levante-se!
Se te odeiam, ame!
Erga-se! Erga a cabega!

Olhando pra baixo sé podemos ver os proprios pés. E preciso olhar pra frente.
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Plante uma drvore, faca um gesto gentil, tenha uma atitude positiva. E sempre possivel

fazer alguma coisa!

Ndo culpe os outros pelas proprias desilusoes, pelos proprios fracassos. Se somos nossos

proprios donos para as nossas vitorias, por que ndo seriamos para as nossas derrotas?

Onde errou, ndo erre mais! Onde caiu, ndo caia mais! Se vocé jda passou por determinado

caminho, deve ter aprendido a evitar certas armadilhas.

Entdo, siga!

Ndo se esquega de uma grande promessa feita na Biblia:

"Esforca-te e eu te ajudarei.”

Dé o primeiro passo... depois caminhe!!!

Tenho certeza que a felicidade ndo mora ao seu lado, nem a sua frente, ela estd junto de
vocé!

Descubra-se, faca-se feliz!

Autora: Leticia Thompson
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RESUMO
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A Hérnia Diafragmética Congénita (HDC) é um defeito da formacao do musculo diafragma
que incide em aproximadamente 1:2500 nascidos vivos e apresenta altos indices de
mortalidade fetal e neonatal decorrentes da hipoplasia e da hipertensdao pulmonares. Este
defeito pode ser induzido experimentalmente em ratas gravidas administrando o herbicida
nitrofen que causa HDC em 24% dos fetos. A andlise microscépica do pulmdo da HDC
demonstra a presenca de hipolasia pulmonar além de alveolizacdo e vascularizagdo
alterada. Um dos fatores de crescimento envolvidos no desenvolvimento vascular € o
VEGF (vascular endothelial growth factor) e seus receptores, no entanto ainda nio se
conhece como a expressao desta glicoproteina e de seus receptores varia ao longo do

desenvolvimento pulmonar fetal nesta doenga.

Utilizando o modelo experimental de HDC  induzido pelo  nitrofen
(2,4-dicloro-4"nitrodifenil éter) investigamos o grau de hipoplasia pulmonar e por meio de
andlise imunoistoquimica, comparamos a expressao dos receptores para o VEGF em trés
fases do desenvolvimento pulmonar, pseudoglandular, canalicular e sacular de fetos de

ratos normais € com HDC.

Dividimos o experimento em ratas da raga Sprague—Dawley em trés grupos: controle
externo (CE), exposto ao 6leo de oliva (OO) e expostas ao nitrofen com e sem HDC.
Estudamos quatro grupos de 20 fetos cada em cinco dias gestacionais (DG) diferentes 17,5,
18,5, 19,5, 20,5 e 21,5. As varidveis morfoldgicas estudadas foram: peso corporal (PC),
peso pulmonar total (PPT), peso do pulmdo esquerdo (PPE), relagio PPT/PC, volume
pulmonar total (VPT) e volume do pulmio esquerdo (VPE). As varidveis histométricas
estudadas foram: parénquima pulmonar (Par), espaco aéreo (EA), densidade do parénquima
(DAP) e volume do parénquima do pulmdo esquerdo. A avaliacio imumohistoquimica foi

realizada por meio da contagem de pontos de receptor de VEGFR-1 e 2.

Obtivemos 37 % (100/270) de HDC nas ratas expostas ao nitrofen, todas varidveis
morfolégicas e histométricas indicam diminui¢cdo dos resultados no grupo nitrofen com e
sem HDC em relacdo aos demais, mas que se acentuam mais ainda no grupo HDC. Essas
alteragdes sdo mais evidentes a partir dos DG 18,5 e 19,5. A imunomarcagdo para os
receptores VEGFR-1 aumentou nos grupos nitrofen e foram progressivamente maiores no

grupo nitrofen com HDC (p<0,005) que os fetos dos grupo CE e OO a partir do dia
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gestacional 17,5, fase pseudoglandular com pico médximo no dia gestacional 19,5. O mesmo
ocorreu com os receptores de VEGFR-2 a partir do dia gestacional 17,5, fase

pseudoglandular até o dia 21,5 fase sacular do desenvolvimento pulmonar.

Concluimos que o modelo € valido e que os fetos expostos ao nitrofen com e sem HDC
apresentam hipoplasia pulmonar priméria sendo mais acentuada nos fetos portadores de
HDC. O mesmo resultado ocorre com imunomarcac¢do para os receptores de VEGFR-1 e 2

que foram maiores na HDC.
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The Congenital Diaphragmatic Hernia (CDH) is a defect in the embryogenesis of the
diaphragm with an incidence of 1:2500 liveborns and high fetal and neonatal mortality due
to pulmonary hypoplasia and hypertension. This defect can be experimentally induced in
fetuses of pregnant rats by the administration of Nitrofen, an herbicide that causes CDH in
24% of the fetuses. The histology of lungs in CDH shows pulmonary hipoplasia and not
only the alveolarization but also the vascularization are affected. These changes lead to a
high neonatal mortality because of the thickening of the middle layer of the arterioles
causing pulmonary hypertension. One of the factors involved in the growth of the arterioles
is VEGF (vascular endothelial growth factor) and its receptors; however, it is not known
how the expression of this glycoprotein and its receptors change during lung development

in this disease.

In Brazil, the experimental model has never been tested. So, we tested the model and
verified the degree of pulmonary hipoplasia and, using imunohystochemistry, we compared
the expression of the receptor of VEGF in three different stages of lung development,

pseudoglandular, canalicular and saccular, of normal rat fetuses and fetuses with CDH.

Female Sprague-Dawley rats were divided in three groups: external control (EC), exposed
to olive oil (OO) and exposed to nitrofen (N). We studied four groups — EC, OO, N with
CDH and N without CDH - with 20 fetuses in each five different gestational days (GD)
17,5, 18,5, 19,5, 20,5, 21,5. The morphologic variables studied were: body weight (BW),
total lung weight (TLW), left lung weight (LLW), relationship TLW/BW, total lung
volume (TLV) and left lung volume (LLV). The hystometric variables studied were: lung
parenchyma (LP), air space (AS), left lung parenchyma density (PD) and left lung
parenchyma volume (PV). The immunohystochemistry variables were: points positive and

negative for the receptor for VEGF 1 and 2.

We had 37% (100/270) of CDH frequency in the fetuses exposed to nitrofen. All the
morphological and hystometrical variables show a reduction in the nitrofen group with and
without CDH, which were more pronounced in the group of fetuses with CDH. These
changes are more evident from the GD 18,5 and 19,5 on. The receptors VEGFR-1 e 2 are
increased in the nitrofen groups with and without CDH, but this increase is higher in the

fetuses with CDH.
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We conclude that the model is valid and that the fetuses exposed to nitrofen with and
without CDH show primary pulmonary hypoplasia that is more pronounced in CDH, the

same is also observed in the receptors of VEGFR-1 and 2.
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O diafragma € um musculo situado na caixa toricica que reveste a abertura
inferior do térax e compartimentaliza o tronco nas regides tordcica e abdominal
(Moore et al., 2007). A Hérnia Diafragmatica Congénita (HDC), descrita por Bochladek em
1848, é um defeito do desenvolvimento que decorre do ndo fechamento do musculo
diafragma e possibilita a protrusdo das visceras abdominais para a caixa tordcica
(Moore e Persuad, 2004); ocorre em 95% dos casos na regido pOstero-lateral e do lado

esquerdo (Torfs et al., 1992).

A HDC incide em aproximadamente 1:2500 nascidos vivos (Lally, 2002).
A mortalidade geral varia com os estdgios do desenvolvimento e, apesar de todos os
avangos diagndsticos, é de aproximadamente 50% (Harrison, 1994). Esse nudmero,
entretanto, esconde uma por¢do de pacientes afetados que ndo sdo registrados
(hidden mortality), pois ficam ocultos os casos niao diagnosticados, ndo encaminhados a
centros de referéncia ou o 6bito cujo defeito ndo foi a principal causa (Harrison, 1978). No
Brasil, a mortalidade em casos isolados de HDC diagnosticados pré-natal é préxima de
90% e apesar da elevada mortalidade e complicacOes, acausa embriondria e a

fisiopatologia da HDC sdo pouco conhecidas (Ruano, 2006).

As principais complicacdes da HDC sdo decorrentes da hipoplasia e da
hipertensdo pulmonares (Harrison, 1994). Essas complica¢des ocorrem porque as visceras
abdominais que herniaram para a cavidade tordcica ocupam parte do espaco normalmente
reservado para acomodar os pulmdes em crescimento, de forma que o pulmao fetal destes
pacientes apresenta deficiéncias no crescimento, desenvolvimento vascular e producio de
surfactante (Areechon e Reid, 1963; Kitigawa et al.; 1971; Geggel et al.; 1985,
Nakamura et al., 1991).

A hipoplasia pulmonar € caracterizada por um pulmao de tamanho menor que o
normal associado ao comprometimento da maturacdo das vias respiratdrias e septos
alveolares, bem como reduc¢do de nimero das ramificagdes bronquicas, dos dcinos e dos
alvéolos (Wu et al., 2002; Yamataka et al., 1997). Adicionalmente, nos pulmdes com HDC,
ocorre espessamento da musculatura da camada média das artérias de médio e pequeno
calibre, com muscularizacao deficiente das artérias intra-acinares e, uma reducdo da area de

seccdo transversal da vasculatura pulmonar Kitigawa et al.; 1971; Geggel et al.; 1985,
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Nakamura et al., 1991; Yamataka et al., 1997; Wu et al., 2000). Essa hipertrofia do leito
vascular causa uma elevacio da resisténcia vascular dos pulmdes, o que explica, em parte,
o quadro conhecido como hipertensdo pulmonar. A Hipertensdo Pulmonar Persistente do
recém-nascido (HPP) € decorrente de uma falha no processo de redu¢do pds-natal imediata
da resisténcia pulmonar, necessdria para que o pulmiao possa assumir rapidamente o papel

de trocas gasosas (Gosche et al., 2005).

Na fisiopatologia da hipertensdo pulmonar da HDC, diversos fatores de
crescimento estdo diminuidos, como o bFGF (Fibroblast Growth Factor), PDGF
(Platelet Derived Growth Factor) e o TGFB-1 (Transforming Growth Factor)
(Kitano et al., 2001), j4 a outros fatores ligados a reatividade vascular como a ECA
(Enzima Conversora da  Angiotensina) e endotelina-1 estdo  aumentadas
(Scheffers et al., 1994). Assim, a resisténcia vascular nao € apropriadamente reduzida ao
nascimento (ocorre uma resposta vaso-constritora exarcebada), colaborando para a
Hipertensao Pulmonar Persistente (HPP) do recém-nascido, que é a maior causa de
mortalidade e morbidade na HDC (Gosche et al., 2005). Portanto, estudar os mecanismos
moleculares do desenvolvimento vascular na regido do pulmio pode contribuir para o

melhor entendimento e possivel tratamento da doenca.

A vasculogénese e a angiogénese no pulmdao em desenvolvimentos sao
dependentes de diversos mecanismos nos quais participam uma rede complexa de
moléculas sinalizadoras, dentre as quais se destaca o VEGF (Vascular Endotelial Growth

Factor) (Voelkel et al., 2006).

O VEGF ¢ um mitégeno e fator de crescimento especifico de células endoteliais
que atua na regulacdo da proliferacio, diferenciacio e crescimento vascular. E considerado
uma molécula chave na formacao de novos vasos sanguineos e, crescimento e organizagao
do leito vascular (Ferrara e Davis, 1997; Toi et al., 2001) cuja expressdo de mRNA do
VEGF , em fetos humanos (16-22 semanas) é mais abundante no pulmao, rim e pancreas

(Toi et al., 2001).

No pulmaio, essa molécula inicia uma cascata sinalizadora intracelular por meio
de receptores tirosino-kinase localizados na superficie dessas células: o VEGFR-1

(ou Flt-1 - fms-like tyrosine kinase-1) e o VEGFR-2 (ou Flk-1 - fetal liver kinase-1)
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(Yamamoto et al., 2007). Esses receptores apresentam elevada afinidade ao VEGF e seus
efeitos na sinalizacdo do VEGF sdo bastante distintos (Neufeld et al.,, 1999;
Matsumoto et al., 2001).

A sinalizacdo por meio do VEGFR-2 produz diversas respostas celulares,
incluindo intensos sinais mitogénicos e de sobrevivéncia para células endoteliais e seus
precursores (Waltenberger et al., 1994; Bernatchez et al., 1999), de maneira que o
silenciamento dos genes para 0 VEGFR-2 produz redu¢do ou aboli¢ao da vasculogénese em
ratos (Shalaby et al., 1995; Shalaby et al., 1997). J4 o VEGFR-1 atua no desenvolvimento
de vasos sanguineos modulando negativamente a divisdo das células endoteliais, pois coibe
a sinalizacdo pelo VEGFR-2 (Kearney et al., 2002; Roberts et al., 2004). Ratos com
silenciamento dos genes para o VEGFR-1 ndo sobrevivem até o fim da gestacdo e
apresentam hipertrofia e desorganizagdo do leito vascular (Fong et al., 1995). Além disso,
os diversos efeitos do VEGF nas células epiteliais e vasculares sugerem que a expressao
espago-temporal do VEGF € importante, ndo apenas para a formacao da rede capilar, mas
também para o acompanhamento do crescimento bronquico e alveolizacdo

(Jakkula et al., 2000; Hislop, 2002; Yamamoto et al., 2007).

Modelos animais para o estudo da HDC t€m servido para melhorar a
compreensdo da fisiopatologia da doenca e para desenvolver mecanismos de tratamento

fetal. Dentre eles, se destacam os modelos por indugdo cirdrgica e o modelo toxicoldgico.

O modelo cirdrgico simula o defeito anatdomico observado na HDC. Este
modelo € particularmente adequado para a realizacdo de manipulagdes cirtrgicas pré e
poOs-natal devido ao grande porte dos animais utilizados, especialmente ovelhas e coelhos.

A principal desvantagem desse modelo € o seu alto custo (Kling e Schnitzer, 2007).

Nao encontramos na literatura nacional informagdes da utilizagdo do modelo
toxicolégico com nitrofen para o estudo de HDC, mas para o estudo cirdrgico,

Fauza et al. (1994) da Universidade de Sao Paulo publicaram o modelo de HDC em coelho.

O modelo de teratogenese utilizando o  herbicida  nitrofen
(2,4-dicloro-4’nitrodifenil éter) é o mais aceito para a simulacdo experimental da HDC em

pequenos animais. A administracdo de nitrofen a fémeas prenhes no nono dia de gestacao
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produz aproximadamente 24% da prole de ratos e camundongos com esta malformacdo. As
principais vantagens desse modelo sdo o baixo custo, facil manuseio e maior quantidade de

fetos acometidos (Kluth et al., 1990; Allan e Greer, 1997; Kling e Schnitzer, 2007) .

Neste modelo a expressdo pulmonar do VEGF estd alterada na HDC
(Oue et al., 2002; Shehata et al., 1999 ). Entretanto, ndo é conhecido o que acontece com a
expressao dos receptores do VEGF durante as fases finais do desenvolvimento pulmonar na
doenca. Deste modo, estudar a expressdo destes receptores pode fornecer subsidios para

uma melhor compreensdo da hipertensdao pulmonar e da fisiopatologia da doenca.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Geral

Testar o método de criacdo de HDC por meio toxicolégico utilizando o
herbicida nitrofen e verificar se a hipoplasia pulmonar € primaria, devido a acdo da droga
diretamente sobre o desenvolvimento do pulmio, ou secundaria a compressao pulmonar

pelos 6rgdos abdominais.

2.2- Especifico

2.2.1- Avaliar por métodos morfométricos e estereolégicos os pulmdes de fetos
normais de ratas Sprague-Dawley e os pulmdes de fetos expostos ao
nitrofen com e sem HDC em trés fases do desenvolvimento pulmonar

fetal.

2.2.2- Determinar e comparar por meio de imunoistoquimica, a expressao dos
receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 nos pulmdes de fetos normais de ratas
Sprague—Dawley e nos pulmdes de fetos expostos ao nitrofen com e sem

HDC nas mesmas fases do desenvolvimento pulmonar fetal.
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3.1- Avaliacio do Comité de Etica

O presente experimento foi submetido ao Comité de Etica e Experimentacio

Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-UNICAMP) e foi aprovado como

projeto de pesquisa, sob protocolo nimero 935-1 (anexo final).

3.2- Animais

Ratos Sprague-Dawley machos e fémeas adultas provenientes do Centro

Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica (CEMIB - UNICAMP, Campinas), foram

mantidos em condigdes controladas de luminosidade (12 horas de luz / 12 horas de escuro),

temperatura (média de 23°C), umidade relativa proxima de 55% e receberam 4gua e ragao

para roedores a vontade. Os acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do

ciclo, colocando-se duas fémeas na caixa do macho, e o dia zero de prenhes foi

determinado pela presenca de espermatozdides em esfregagos vaginais de fémeas em estro

(gestacdo de 22 dias) (Figura 1).
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Figura 1- Fotomicroscopia de luz em A de esfregaco vaginal positivo, com a presenca de

espermatozdide. Foto da rata prenhe em B e exposi¢do dos cornos uterinos no

dia gestacional (DG) 22 em C.

Material e Métodos

53



3.3- Constituicao dos Grupos Experimentais
As ratas prenhes foram divididas em 3 grupos experimentais:

Grupo I (GI): ratas prenhes ndo submetidas a nenhum procedimento

denominadas grupo controle externo (CE).

Grupo II (GII): ratas prenhes que receberam o6leo de oliva no DG 9,5, via oral

(gavagem) denominadas grupo 6leo de oliva (OO).

Grupo III (GIII): ratas prenhes que receberam Nitrofen (Chem Service; West
Chester, PA) dose tinica de 100 mg diluido em 1 ml de 6leo de oliva no DG 9,5, via oral
(gavagem) de acordo com Kluth et al. (1990) (Figura 2). Este grupo foi constituido de 2
subgrupos, um no qual os fetos desenvolveram hérnia diafragmética congénita (HDC) e o
outro no qual os fetos que ndo desenvolveram hérnia. Todas as ratas dos diferentes grupos
foram submetidas a laparotomia (cesareas), e tiveram seus fetos retirados e mensurados nos

dias gestacionais (DG) 17,5; 18,5; 19,5; 20,5 e 21,5 (Figura 3. Esquema do estudo).

Figura 2- Administragdo de Nitrofen (100mg/ml), por gavagem, em rata prenhe no DG 9,5.
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Grupo I
Controle Externo
n = 100 fetos

Grupo 11 Grupo I1I
Controle Oleo Oliva Nitrofen
n = 100 fetos n = 200 fetos

A\ 4

A

y

(HDC)

Nitrofen com Hérnia Nitrofen sem Hérnia

n = 100 fetos n = 100 fetos

Morfometria

Estereologia

l

Laparotomia para coleta de fetos
Dias Gestacionais (DG) =17,5; 18,5; 19,5; 20,5 ¢ 21,5.
(n =20 fetos por DQ)

\ 4

Posicao fetal
Peso corporal fetal (mg)
Peso pulmonar esquerdo e total (mg)
Relagdo: Peso pulmonar / Peso corporal

Volume pulmonar esquerdo e total (uL)

v

Fixacdo do Pulmao e coloragdo com H&E

Mensuracao volumétrica de parénquima e espaco aéreo

!

Imunoistoquimica

Quantificagdo pulmonar esquerda
de receptores para VEGFR-1 (Flt-1) e 2 (Flk-1)
(n=5 por DG)

Figura 3- Esquema de estudo
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3.4- Coleta das Amostras e Medidas Corporais

Nos dias gestacionais (DG) 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5, as ratas foram
anestesiadas com injecdo intramuscular de Ketamina base — 50mg/ml associada com
xilazina - 20mg/ml na dose de 0,56ml via intramuscular aplicada na musculatura lateral da
coxa com seringa de insulina e agulha 20G e submetidas a laparotomia (cesarea). Apos a
seccdo da musculatura uterina e membranas coridnicas e amnidticas subjacentes os fetos
foram extraidos do utero e pesados - peso corporal (mg) - em balanga analitica. Apods
pesagem, os fetos foram imediatamente sacrificados através de puncdo occipital com
agulha 20G e dose de nembutal (tiopental sodico) intraperitoneal de 200mg/Kg peso
corporal. Em seguida, os fetos foram colocados em pequena mesa de cortiga e fixados com
alfinetes para dissecgdo. Os fetos do grupo CE e OO tiveram o abdome e torax abertos e os
pulmdes foram removidos, pesados e em seguida fixados em solu¢do de formaldeido a
10%. Os fetos do grupo nitrofen foram examinados com auxilio de uma lupa de magnitude
2,5X. O abdome foi aberto e o diafragma foi cuidadosamente examinado quanto a auséncia
ou presen¢a de hérnia diafragmatica que foi caracterizada por um orificio amplo na parede
posterior do torax com a presenca do figado ou estdmago dentro do térax. Apods
confirmagdo da hérnia, os pulmdes foram removidos do mesmo modo que no grupo CE e
0O0. O peso pulmonar total e o peso pulmonar esquerdo (lado mais comumente acometido
pela hérnia diafragmatica) foram mensurados. Os valores de peso corporal fetal (mg), peso
pulmonar (mg) obtido “a fresco” para os calculos da relagdo peso pulmonar / peso corporal

(PP/PC), foram aferidos (Figura 4).
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Figura 4- Fotografias de fetos dissecados sem HDC em A e com HDC em B, mensuracao

do peso pulmonar em C e mensuragdo do volume pulmonar em D.
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3.5- Processamento para Analise Histolégica

O pulmao esquerdo fixado foi lavado em tampao fosfato e processado seguindo
protocolo para inclusdo em parafina. As amostras histoldgicas foram seccionadas (5 um
espessura) e os cortes foram desparafinizados e corados com hematoxilina-eosina e

examinados em microscopia de luz.

3.6- Imunoistoquimica para Receptores de VEGFR-1 (flit-1) E VEGFR-2 (flk-1)

Cortes histologicos de pulmao esquerdo em diferentes idades gestacionais:
17,5; 18,5; 19,5; 20,5 e 21,5 foram submetidos a reacdo imunoistoquimica para a
identificacdo dos receptores VEGFR-1(flt-1) ¢ VEGFR-2 (flk-1). Os cortes histologicos
foram desparafinizados em xilol, e re-hidratados em série decrescente de etanol. Em
seguida, para a exposicdo de epitopos, os cortes foram incubados com borato de sddio 0,1M
em PBS (tampao fosfato) por 1 hora. Em todas as dilui¢des o tampao PBS foi utilizado a
0,01M pH 7,4. Posteriormente, os cortes foram tratados com peréxido de hidrogénio a 10%
em PBS por 30 minutos, seguido pela incubacdo com BSA (Bovine Serum Albumin) a 1%
em PBS por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, os cortes histologicos foram
incubados “overnight” a 4°C com o anticorpo primario VEGFR-1 (sc-316: Flt-1, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia) ou VEGFR-2 (sc-6251: Flk-1; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia) diluidos 1:100 e 1:50, respectivamente, em
PBS/BSA 1%. Com o término desta etapa, os cortes histologicos foram lavados em PBS ¢
incubados com o anticorpo secundario anti-coelho feito em cabra, biotinilado (Dako A/S,
Glostrup, Denmark) ou anti-camundongo feito em cabra, biotinilado (Sigma-Aldrich),
dependendo se foram incubados com VEGFR-1 ou VEGFR-2, respectivamente, ambos
diluidos 1:200 em PBS/BSA 1%. Transcorrido o periodo de incubagdo, os cortes foram
lavados em TBS 0,05 M pH 7,4 e tratados com estreptoavidina-biotina peroxidase
(Dako A/S), diluida 1:400 em TBS 0,05M pH 7,4 por 45 minutos. A revelagdo ocorreu com
a utilizacdo de solucdo de perdéxido de hidrogénio e diaminobenzidina (DAB)

(Sigma Aldrich); as sec¢des foram contra coradas com hematoxilina de Harris.
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3.7- Obtencao de Imagens e Analise Histologica, Morfométrica e Estereolégica

Obtivemos 50 imagens, aumento de 200X, de cortes histologicos do pulmao
esquerdo de 5 animais de cada idade gestacional pertencente aos diferentes grupos,
totalizando 250 imagens para cada grupo. Para as analises estereoldgicas foi utilizado um
reticulo com 100 pontos gerado pelo software Image-Pro Plus versao 4.1.0.0

(Média Cybernetics) para Windows 95/NT/98 da empresa.

3.7.1- Calculos Estereoldgicos
3.7.1.1- Volume Do Pulmao V (pu)

O calculo do volume pulmonar total foi obtido utilizando o principio de
Arquimedes no qual o volume do 6rgdo ¢ determinado segundo o deslocamento do nivel da
agua que este, suspenso por um fio, provoca ao ser colocado num recipiente contendo agua,

sem tocar as paredes e o fundo do mesmo (Scherle, 1970; Howard e Reed, 1998).

3.7.1.2- Volume do Parénquima V (pa)

A densidade da éarea de parénquima (DAP) foi estimada dividindo o numero de
pontos que caem no parénquima (Pp), excluindo grandes bronquios e grandes vasos
sanguineos, pelo numero de pontos que caem no pulmao como um todo (Pu), excluindo o

espaco aéreo, com aumento de 200X.

DAP = Pp.
Pu

O volume de parénquima do pulmao esquerdo V (pa) foi obtido multiplicando

V (pu) pela (DAP), segundo Papadakis et al., 1998.

V (Pa) =V (pu) x DAP
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3.8- Contagem de Células Imunomarcadas para os Receptores de VEGFR-1 ou
VEGFR-2

A contagem de pontos celulares imunomarcados para VEGFR-1 ou VEGFR-2
foram expressa em porcentagem, sendo determinada pelo nimero de pontos que incidem na

marcacao positiva (Pmp) dividido pelo nimero total de pontos (Pt) e multiplicado por

100%.

Células Imunomarcadas = Pmp_x 100%
PT
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Os valores obtidos através de morfometria e estereologia foram comparados
entre os grupos: Controle Externo (CE), Oleo de Oliva (00), nitrofen sem HDC e com
HDC pelo método de ANOVA com pés-teste Tukey-Kramer, considerando as diferencas
significativas para p<0,05. A porcentagem de pontos imunomarcados positivamente pelos
receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 foram analisados pelo método de Qui-Quadrado e os
resultados foram expressos em média + desvio padrdo (DP), considerando as diferencas

significativas para p< 0,05 e p< 0,001.
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5- RESULTADOS
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Tabela 1- Evolucdo do peso materno em g, de acordo com os dias gestacionais (DG),

expressa pela média + desvio padrao.

DG Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen
n=22 n=16 n=25
17,5 355 +47 371 £50 36515
18,5 370 £ 18 353 +£25 351 +£18
19,5 398 +£32 377 £ 30 405 £ 25
20,5 380 £ 44 350 £ 25 388 £45
21,5 396 + 13 364 +6 371 +£42

Nao houve diferenca estatistica, p>0,05, para o ganho de peso de ratas prenhes
expostas ao nitrofen e ratas prenhes do grupo CE e OO. Entretanto, o grupo nitrofen era
constituido de 31 ratas prenhes expostas, destas apenas 25 permaneceram prenhes e

ganharam peso.

A média de fetos por gestacdo, em todos os grupos, foi igual a 12 e a

quantidade de fetos com HDC do lado esquerdo, no grupo nitrofen, foi de 37 % (100/270).

5.1- Analise Morfométrica

Tabela 2- Peso corporal dos fetos (PC), em mg, dos grupos CE, OO, nitrofen sem HDC e
com HDC, nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores foram

expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo Grupo Grupo

Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC

17,5 1578 + 68 1347 £65 7 1249 + 304 1396 + 103 ™
18,5 2368 + 185 2438 + 134 2113 + 167" 2129 +200
19,5 3909 + 400 3642 +323 " 3419 £204 3098 + 252 e
20,5 5554 + 405 5033 +434 " 4573 + 389 4 4505 +360
21,5 6465 + 477 5797 £ 292" 5612 + 553 5414 +512

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, ® Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao

grupo nitrofen sem HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5
CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 nitrofen com

HDC.
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Figura 5- Histogramas de médias + desvio padrdo dos pesos corporais dos fetos (PC), em
mg, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC (C) e com e HDC (D), nos
respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral (E) da média dos

pesos corporais dos fetos.
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Figura 6- Fotos ilustrativas da evolucdo corporal fetal de ratos dos grupos CE e expostos

ao nitrofen, e dissec¢do de fetos com HDC nos respectivos dias gestacionais
(DG).
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Tabela 3- Peso pulmonar total ds fetos (PPT), em mg, dos grupos CE, OO, nitrofen sem
HDC e com HDC, nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores foram

expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo

Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC

17,5 51+72 44+737 3142 29+59
18,5 80 +17 89+92 63+10,8"® 59 +8,3 7"
19,5 126 10,9 130 £ 17,2 105 + 157 77 £ 147
20,5 147 +33 140 + 14,9 104 + 15,87 80 + 11,5 "
21,5 145 + 16,9 144 + 12,4 101 197 78 + 137"

#* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, ® Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5
CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 nitrofen com

HDC.
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Figura 7- Histogramas de médias + desvio padrao dos pesos pulmonares totais (PPT), em

mg, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC (C) e com HDC (D), nos

respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral (E) da média dos

pesos pulmonares totais dos fetos.
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Tabela 4- Peso pulmonar esquerdo dos fetos (PPE), em mg, dos grupos CE, OO, nitrofen

sem HDC e com HDC, nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores

foram expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo
Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen
Sem HDC HDC

17,5 17+25 14+1,6° 10+ 1,47 9426 %"
18,5 29 +6,1 29+2.8 23 44,17 20+ 33"
19,5 43+58 44457 38£5,1°7° 254647
20,5 51112 48 £6,3 38+6,7° 255,07
21,5 50 + 6,5 49+5,0 386,17 25+5,67"

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, b Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5

CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 nitrofen com

HDC.
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Figura 8- Histogramas das médias + desvio padrao dos pesos pulmonares esquerdos (PPE),
em mg, dos grupos CE (A) , OO (B), nitrofen sem HDC (C) e com HDC (D), nos
respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral (E) da média dos pesos

pulmonares esquerdos dos fetos.
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Tabela 5- Relacdo peso pulmonar total e o peso corporal dos fetos (PP/PC) dos grupos CE,

OO, nitrofen sem HDC e com HDC nos respectivos dias gestacionais (DG),

cujos valores foram expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo

Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC

17,5 0,0324+0,0043 0,0331+0,0054 0,0224+0,0031 0,0211+0,0039
18,5 0,0337+0,0058 0,0367+0,0034 0,0298+0,0038 " 0,0278+0,0046""*
19,5 0,0325+0,0031 0,0357+0,0034" 0,0300+0,0035"*" 0,0243+ ,0011 7"
20,5 0,0269+0,0067 0,0279+0,0030 0,0229+0,0029 0,0178+0,0023"%"
21,5 0,0225+0,0031 0,0249+0,0023" 0,0180+0,0025 " 0,0144+ 0023 "¢

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, b Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5

CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 com HDC.
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Figura 9- Histogramas de médias + desvio padrdo da relacdo peso pulmonar total (PP/PC)
e o peso corporal dos fetos dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC (C) e
com HDC (D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral

(E) da relagdo entre o peso pulmonar total e o peso corporal dos fetos.
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Tabela 6- Volume pulmonar total (VPT) dos fetos, em ul, dos grupos CE, OO, nitrofen

sem HDC e com e HDC nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores

foram expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo
Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen
Sem HDC HDC

17,5 49+75 42+6,7" 27 4,07 26+5.8"%
18,5 78 16,2 86 +9.,6 59+9,6"% 56 + 8,37
19,5 123+ 11,1 127 17 101 + 14,97 74 + 14,8
20,5 143 + 34,1 137 £ 14,5 100 + 167 76 + 11,87
21,5 143 + 16,4 140 £ 11,8 97 + 18,77 76 + 13,97

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, * Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5

CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 com HDC.
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Figura 10- Histogramas das médias + desvio padrdo volume pulmonar total (VPT) dos

fetos, em pl, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC (C) e com HDC
(D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral volume

pulmonar total dos fetos (E).
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Tabela 7- Volume pulmonar esquerdo dos fetos (VPE), em ul, dos grupos CE, OO,
nitrofen sem HDC e com e HDC nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos

valores foram expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo ., Grupo Grupo
Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen
Sem HDC HDC

17,5 16+28 B3z19" 752570 PRV
18,5 27+5,8 28+29 21+3,87%® 19 +327®
19,5 4157 40 £10,8 3658 24+6,6 %
20,5 49 +12.8 46 + 6,3 36 + 6,37 03 4 577 be
21,5 48 + 6,4 47 + 4,6 36 £5,6 23 + 5,3 abe

#* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, ® Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Os valores de média + desvio padrdo, acima citados, constam nos anexos 1 a 5

CE; anexos 6 a 10 OO; anexos 11 a 15 nitrofen sem HDC e anexos 16 a 20 com HDC.
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Figura 11- Histogramas das médias + desvio padrdo volume pulmonar esquerdo dos fetos

(VPE), em pl, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC (C) e com HDC

(D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva geral volume

pulmonar esquerdo dos fetos (E).

Resultados

79




5.2- Analise Histométrica

Os resultados de densidades dos parénquimas e volumes pulmonares dos
parénquimas esquerdo (Vpae), em pl, dos grupos CE, OO, nitrofen sem HDC e com HDC
nos dias gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5 encontram na Tabela 8 e Figura 12.

Tabela 8- Densidade de parénquima e volume da drea de parénquima pulmonar esquerdo
dos fetos (Vpae), em pl, dos grupos CE, OO, nitrofen sem HDC e com HDC,
nas respectivas idades gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5 dias, cujos

valores foram expressos por médias + desvio padrao.

Grupo _ Grupo Grupo
DG Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC

DAP Vpae DAP Vpae DAP Vpae DAP Vpae

17,5 0,84+0,06 1337+92  0,89+0,04 1135517 0,8440,05 6714417  0,88+0,05 790+41 "
18,5 0,7720,05 2074+132"" 0,88+0,06 2454175 0,80+0,05 1671104 0,85+0,05 1615486 "
19,5 0,6620,06 2709+265  0,75+0,05 30724203 0,67+0,05 24324197 0,80+0,05 1925+118"*
20,5  0,063+0,06 31324285  0,63+0,05 2906+2507*  0,53+0,06 24161957 0,80+0,05 1928+125"*
21,5 0,49+0,10 23484490  0,58+0,07 270443147 0,5540,10 209142617 0,78+0,05 1804+113"*

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, b Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Resultados dos célculos de contagem do parénquima, espacos aéreos e Vpae,

acima citados, constam nos anexos 21 a 26.
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Figura 12- Histogramas das médias + desvio padrdo de volume da drea de parénquima
pulmonar esquerdo dos fetos (VPAe) dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem
HDC (C) e com HDC (D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva

evolutiva geral volume pulmonar esquerdo dos fetos (E).
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Figura 13- Fotomicrografias de pulmdes fetais dos grupos: controle externo (CE), 6leo de
oliva (OQO), nitrofen sem HDC [N(-)] e com HDC nos respectivos dias
gestacionais 17,5; 18,5; 19,5; 20,5 e 21,5. H4 diminui¢do do espaco aéreo nas
imagens L P e T, demonstrando a hipoplasia pulmonar no grupo HDC, presente

nas idades gestacionais mais tardias. Coloracdo H&E, aumento 100X.
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5.3- Analise Imunoistoquimica

Tabela 9- Contagem de pontos imunomarcados positivamente, nos pulmdes esquerdos dos
fetos, para os receptores VEGFR-1 (flt-1) dos grupos CE, OO, nitrofen sem
HDC e com HDC, nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores foram

expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo
Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC
17,5 27£47%¢ 33+£6 56 +7 387 ¢
18,5 27 + 4770 33+67 54+ 6 46 + 8¢
19,5 27 + 5770 31+ 8" 46 + 6" 54+9
20,5 27 + 570 34+ 57 45+ 5™ 48 +7
21,5 26 +47 32487 44 + 7" 47 + 4

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, b Referente ao grupo OO; © Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Resultados dos calculos de contagem de 50 pontos imunomarcados

positivamente para os receptores VEGFR-1 (flt-1) constam nos anexos 27 a 30.
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Figura 14- Histogramas das médias + desvio padrio de pontos imunomarcados

positivamente, nos pulmdes esquerdos dos fetos (%) para os receptores
VEGFR- 1 (flt-1) dos fetos, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC
(C) e com HDC (D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva

geral destes pontos para os receptores VEGFR- 1 (E).
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Figura 15- Fotomicrografias de pulmdes fetais imunomarcados positivamente para

receptores VEGFR-1 (flt-1) nos grupos: controle externo (CE), 6leo de oliva
(00), nitrofen sem HDC [N(-)] e com HDC nos respectivos dias gestacionais
17,5; 18,5; 19,5; 20,5 e 21,5. Observa-se a imunomarcagdo acentuada dos
receptores VEGFR-1 nas idades gestacionais mais tardias (imagens L, P e T)

do grupo HDC. Contra coloragdo Hematoxilina de Harris, aumento 200X.
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Tabela 10- Contagem de pontos imunomarcados positivamente, nos pulmodes esquerdos
dos fetos, para os receptores VEGFR-2 (flk-1) dos grupos CE, OO, nitrofen
sem HDC e com HDC, nos respectivos dias gestacionais (DG), cujos valores

foram expressos por médias + desvio padrao.

DG Grupo _ Grupo Grupo
Controle Externo Oleo de Oliva Nitrofen

Sem HDC HDC
17,5 27+6 4 34 +77 57+9 46+77°
18,5 36+ 77 36+77 49 +7 4546
19,5 34477 30+ 57 49 +7 49 +8
20,5 37+67 28 &+ 57d 34+6 43 +5
21,5 27 5™ 27 +57 28 574 43+8

* p<0,05; ** p<0,001; * Referente ao grupo CE, * Referente ao grupo OO; ¢ Referente ao grupo nitrofen sem

HDC, ¢ Referente ao grupo nitrofen com HDC.

Resultados dos cdlculos de contagem de 50 pontos imunomarcados

positivamente para os receptores VEGFR-2 (flk-1) constam nos anexos 31 a 34.
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Figura 16- Histogramas das médias * desvio padrdo de pontos imunomarcados
positivamente, nos pulmdes esquerdos dos fetos (%) para os receptores
VEGFR- 2 (flk-1) dos fetos, dos grupos CE (A), OO (B), nitrofen sem HDC
(C) e com HDC (D), nos respectivos dias gestacionais (DG). Curva evolutiva

geral destes pontos para os receptores VEGFR- 2 (E).
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Figura 17- Fotomicrografias de pulmdes fetais imunomarcados positivamente para
receptores VEGFR-2 (flk-1) nos grupos: controle externo (CE), 6leo de
oliva (OO), nitrofen sem HDC [N(-)] e com HDC nos respectivos dias
gestacionais 17,5; 18,5; 19,5; 20,5 e 21,5. Observa-se imunomarcagao
acentuada dos receptores VEGFR-2 nas idades gestacionais mais tardias
(imagens L, P e T) do grupo HDC. Contra coloracdo Hematoxilina de

Harris, aumento 200X.

Resultados
88



6- DISCUSSAO
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HDC continua sendo uma doenga pulmonar congénita grave. Estima-se que
aproximadamente 1 em 2000 concepgdes com fetos portadores de HDC ndo chegue a termo
por complicagdes associadas e, apesar dos avancos terapéuticos, a mortalidade (32 a 62%)
continua alta devido a hipoplasia e a hipertensdo pulmonares (HP) (Harrison et al., 1994;

Harding e Thornburn, 1994; Skari et al., 2000; Stege et al., 2003).

As possibilidades terapéuticas para HDC consistem em tratamentos pré, peri e
poOs-natais e envolvem o ato cirurgico e o tratamento clinico onde pode ser utilizado
surfactante pulmonar, ventilagdio com oOxido nitrico, ventilagdo de alta freqiiéncia e
oxigenagdo por membrana extra-corpérea (ECMO) com intuito de minimizar a gravidade

da HP (Langer, 1998; Sydorak et al., 2003).

Os modelos animais cirargicos ou toxicologicos de estudo de HDC vém
contribuindo para a compreensdo tanto dos mecanismos genéticos quanto dos mecanismos

moleculares envolvidos na patogénese da doenga e de suas complicacdes.

O primeiro modelo toxicologico surgiu da observacao de que embrides de ratos
deficientes em retinol desenvolvem HDC (Andersen, 1941; Warkany e Roth, 1948). Esses
estudos mostraram que as anomalias eram reduzidas em freqliéncia ou até mesmo
eliminadas com a administra¢do de retinol, com melhores resultados quando a terapia era
feita no 10° e 11° dia gestacional (Andersen, 1941; Wilson et al., 1953). Posteriormente,
varios teratdgenos se mostraram capazes de induzir a formagdo da HDC (Gray et al., 1982;
Cappon et al., 2003; Gupta et al., 2003), mas o mais utilizado ¢ o herbicida nitrofen
(2,4-dicloro-4’nitrodifenil éter) (Kluth et al., 1990; Allan e Greer, 1997).

Iritani (1984) foi o pioneiro na utilizacdo de nitrofen como modelo
experimental para estudar a embriogénese da HDC pela administra¢do oral do herbicida em
camundongos e correlacionou a causa do defeito com alteragdes na inervagdo do nervo

frénico.

Tenbrinck et al. (1990) avaliaram a presenga de hipoplasia pulmonar utilizando
o mesmo modelo em ratos e questionam se na HDC existe hipoplasia primaria ou seja, o
herbicida induziria a diminuicdo celular desde a embriogénese ou seria secundaria a

compressdo pulmonar por 6rgaos intra-toracicos.
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Kluth et al. (1990) qualificaram o modelo e relatam que na dose de 100mg de
nitrofen administrado por gavagem, no 9° dia de gestacdo obtiveram HDC do lado esquerdo
e ap6s o 10° dia ocorre mais HDC do lado direito sendo que o total de HDC do lado

esquerdo obtido foi de 24% dos fetos expostos ao herbicida.

Kluth et al. (1993) definiram as mudancas morfologicas da HDC e a hipoplasia
pulmonar deste modelo utilizando microscopia de varredura. Morfologicamente os autores
descreveram que a regido do defeito diafragmatico era uma entidade distinta e estava
separada de parte do diafragma onde os canais pleuroperitoneais estavam localizados e
concluiram que as aberturas pleuroperitoneais nao sdo as precursoras do defeito
diafragmatico. Os mesmos autores acreditam que a hipoplasia pulmonar ¢ de inicio precoce
(periodo embrionario do desenvolvimento pulmonar) e ¢ secundédria ao crescimento

hepatico e de visceras dentro do torax.

A causa da hipoplasia pulmonar na HDC ¢ controversa e ainda ndo esta
esclarecida. Diferente do que acredita Kluth et al. (1993) de que a hipoplasia pulmonar seja
secundaria no modelo de nitrofen, Alfonso et al. (1996) analisaram a maturidade
bioquimica pulmonar e verificaram que a exposi¢do ao nitrofen levou a diminuigdo
morfolégica da relacdo PP/PC e bioquimica da relagdo proteina/DNA significando menor
tamanho das células pulmonares e concluiram que a hipoplasia neste modelo ¢ priméaria

como foi inicialmente proposto por Iritani (1984).

Nossos resultados confirmam os resultados do método proposto por Kluth et al.
(1990). Obtivemos 37% de HDC (100/270 do total de fetos expostos ao herbicida), esses
resultados foram melhores que os proprios autores que obtiveram 24% de HDC do lado

esquerdo.

A colheita de fetos em dias gestacionais seriados (17.5, 18.5, 19.5, 20.5 ¢ 21.5)
permitiu o estudo de trés fases do desenvolvimento pulmonar fetal do rato. Pringle (1986)
descreve o modelo das varias fases de desenvolvimento pulmonar humano e relaciona com
as fases de desenvolvimento das de outros mamiferos. Para o desenvolvimento pulmonar de

fetos de ratos os dias gestacionais do nosso estudo correspondem as fases pseudoglandular
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(17.5 e 18.5), canalicular (18.5, 19.5 e 20.5) e sacular (20.5 e 21.5); esses achados estao de

acordo com as fases descritas por Pringle (1986).

Verificamos que durante o desenvolvimento pulmonar houve aumento
progressivo do PC, PPT, PPE, VPT ¢ VPE com diminui¢ao da relagado PP/PC nos fetos CE
e 00, mas os fetos expostos ao nitrofen tiveram suas relagdoes diminuidas, especialmente os
portadores de HDC (p<0.05), resultados esses que sdo similares aos de
Alfonso et al. (1996). Notamos especialmente que a partir do dia 18,5 e 19,5 as diferengas
de variaveis aumentam especialmente a relacio PPT, PPE e PP/PC no grupo exposto ao
nitrofen. Essa relagdo traduz a dimensao do pulmao ¢ uma medida de hipoplasia pulmonar,
a partir da fase canalicular, os fetos do grupo nitrofen com e sem HDC s3ao menores. Além
disso, os volumes dos parénquimas pulmonares do lado esquerdo (VPAe) também sao
menores que os CE e OO o que indica que a hipoplasia pulmonar ¢ primaria como
demonstra na igualdade de VPAe no grupo nitrofen. No entanto, os fetos nitrofen com
HDC a hipoplasia foi maior devido ao comprometimento do crescimento pulmonar pela

presenca dos o6rgaos abdominais, geralmente o figado, dentro torax..

Nos também observamos que os grupos CE e OO foram muito semelhantes em
relacdo a comparagdes das varidveis em relacdo ao tempo gestacional. Acreditamos que as
pequenas diferengas encontradas nesses grupos para mais ou para menos pode significar o
stress oferecido a rata ao se ministrar o 6leo de oliva ou ainda, pode ter havido uma oferta
nutricional extra de gordura a rata, j4 que o 6leo ndo ¢ parte da ingesta normal da ragdo
destes animais. Além do mais, nenhum dos autores que utilizam o modelo de nitrofen
apresenta dado comparando um possivel grupo CE, talvez por acreditarem que o real grupo

controle seja apenas o grupo OO.

Devido a semelhanca fenotipica entre os modelos animais de HDC induzida
pelo nitrofen e de deficiéncia de retinol foi feita a hipdtese de que o herbicida alteraria a
homeostase do acido retindico (Greer et al., 2003; Thébaud et al., 1999). Tem sido
demonstrado que o nitrofen inibe a sinalizagdo de 4cido retindico em embrides e inibe, no
diafragma, a fun¢do da retinaldesidrogenase 2 (RALDH2), enzima chave necessaria para a
transformagdo do retinal em dacido retindico (AR), o composto ativo nos tecidos

(Mey et al., 1999; Noble et al., 2007).
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No mesmo modelo, a administragao de retinol e AR durante o periodo critico
para a formag¢do do diafragma (8° a 12° dia de gestacdo) foi capaz de diminuir
significativamente a freqiiéncia de HDC nos fetos. Nos animais nao tratados foi observado
HDC em 54% dos fetos, enquanto nos tratados com retinol esse valor variou de 32 a 53%
de acordo com o dia de administragdo. Ja no grupo tratado com AR esse valor variou de
8 a 15%. Portanto, foi observada uma maior diminuigdo do niimero de casos de HDC
quando usado o AR em comparacdo ao retinol, o que poderia ser justificado pelo fato de
que o retinol necessita ser convertido no tecido pelas reagdes da qual faz parte a RALDH2,

enquanto o AR ¢ o proprio composto ativo (Thébaud et al., 1997; Babiuk et al. , 2004).

As anormalidades histologicas na HDC e a conseqiiente hipoplasia pulmonar
tém sido bem descritas, entretanto pouco ¢ conhecido acerca dos mecanismos moleculares
envolvidos. De especial interesse sdo as alteracdes que ocorrem na vasculatura pulmonar,

pois diversos fatores de crescimento estdo diminuidos e estdo envolvidos na génese da HP.

Tenbrinck et al. (1992) avaliaram no modelo de HDC com nitrofen que as
arteriolas, ao nivel dos bronquiolos respiratérios e das vias respiratorias maiores,
apresentavam aumento da espessura da parede (muscularizagdo) expresso pela porcentagem
de seus diametros externos e esta muscularizagdo se estende para as artérias periféricas

pulmonares.

O VEGF ¢ o principal fator estimulador da angiogénese que atua na inducao de
mitose ¢ migracao de células endoteliais vasculares. Além de promover a angiogénese e
neovascularizagdo ¢ também um fator de sobrevivéncia para vasos sangiiineos recém

formados (Leung et al., 1989; Alon et al., 1995; Larrivee e Karsan, 2002).

Seus receptores, VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1) em ratos ¢ KDR em
humanos possuem atividade tirosina-kinase agindo na abertura de canais de Ca™ e estio

localizados nas membranas das células endoteliais com exce¢do de uma forma solavel do

VEGFR-1 (sVEGFR-1) (De Vries et al., 1992; Quinn et al., 1993; Hewett et al., 1996).

O VEGF atua via receptores VEGFR-2 (Flk-1/KDR) para promover a
diferenciagdo e proliferacdo das células endoteliais e formacao da vasculatura primitiva. O

VEGFR-2 ¢ importante para a proliferacdo e migragdo de células endoteliais, sendo
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expresso em células endoteliais de vasos linfaticos durante o desenvolvimento

(Shalaby et al., 1995; Wilting et al., 1997).

As alteragdes no VEGF e seus receptores causam um distirbio da angiogénese
levando a uma remodelacdo prejudicial das pequenas artérias. Isto posto, demonstrou-se
que o VEGF glicoproteina estd aumentado na HDC e na hipertensdo pulmonar, entretanto
outros estudos demonstraram diminui¢do do VEGF na HDC induzida pelo nitrofen

(Oue et al., 2000; Chang et al., 2004).

Nado hd um consenso se o VEGF estd aumentado ou diminuido na HDC.
Okazaki et al. (1997) utilizando o mesmo modelo, encontraram que a expressao do VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) estava diminuida na HDC e sugerem que
mecanismos envolvidos nos seus receptores possam contribuir para aumentar a HP na
doenca. Shehata et al. (1999) encontraram aumento da expressdao ¢ VEGF nos pulmdes de

neonatos com CDH que faleceram por HP grave.

Oue et al. (2002) relatam que houve aumento de VEGF no modelo de CDH
induzido pelo nitrofen, mas esse aumento ndo pode ser excluido da propria acdo tdxica do
nitrofen, por outro lado, no mesmo modelo, Chang et al. (2004) relatam diminui¢ao do
VEGF. Hara et al. (2005) causando traqueo-oclusdo em fetos de ratos encontraram aumento

de VEGF no tecido pulmonar.

Nossos resultados demonstraram que a imunomarcagdo do receptor VEGFR-1
nestas trés fases do desenvolvimento fetal teve a tendéncia de se manter estavel nos grupos
CE e OO e estava aumentada nos fetos expostos ao nitrofen, no entanto, nos fetos com
HDC esta marcacdo foi maior que todos os demais grupos (p<0.005). Ja a expressdao do
receptor VEGFR-2 mostrou uma queda progressiva no grupo nitrofen sem HDC e
marcacoes similares nos grupos CE e OO, no entanto ha um aumento significativo da
marcagdo nos fetos com HDC (p<0.005). Esse aumento persiste na fase canalicular do
desenvolvimento fetal, fase de grande vasculogénese, e na fase sacular, pois o espago da
caixa toracica passa a ser mais restrito pela competicao entre o crescimento pulmonar € o
crescimento hepatico que invade o térax. Nos nao encontramos dados similares na literatura

sobre o comportamento dos receptores de VEGF na HDC.

Discussio

95



Esse aumento para ambos os receptores pode traduzir a imaturidade pulmonar
que ocorre na HDC. Como demonstrado previamente, no modelo de HDC utilizando
nitrofen ocorre hipoplasia pulmonar primaria e pelo fato de ambos os grupos nitrofen
apresentarem receptores VEGFR aumentados, podemos inferir que ha um componente
toxico do herbicida que interfere no modelo. Essa explicagdo seria similar a explicagdo que
Oue et al. (2002) encontrou para o aumento de VEGF no mesmo modelo. H4 que se
ressaltar, que embora possa ter havido um componente toxico sobre o tecido pulmonar do
grupo nitrofen, os pulmdes com HDC tiveram maior imunomarcagdo que todos os demais

grupos.

A sinalizagdo por meio do VEGFR-2 produz diversas respostas celulares,
incluindo intensos sinais mitogénicos e de sobrevivéncia para células endoteliais e seus
precursores (Waltenberger et al., 1994; Bernatchez et al., 1999), de maneira que o
silenciamento dos genes para o VEGFR-2 produz redug¢do ou aboli¢do da vasculogénese em
ratos (Shalaby et al., 1995; Shalaby et al., 1997). Ja o VEGFR-1 atua no desenvolvimento
de vasos sanguineos modulando negativamente a divisdo das células endoteliais, pois coibe
a sinalizacdo pelo VEGFR-2 (Kearney et al., 2002; Roberts et al., 2004). Ratos com
silenciamento dos genes para o VEGFR-1 ndo sobrevivem até o fim da gestacdo e
apresentam hipertrofia e desorganizacao do leito vascular (Fong et al., 1995). Além disso,
os diversos efeitos do VEGF nas células epiteliais e vasculares sugerem que a expressao
espaco-temporal do VEGF ¢ importante, ndo apenas para a formacao da rede capilar, mas
também para o acompanhamento do crescimento bronquico e alveolizagao

(Jakkula et al., 2000; Hislop, 2002; Yamamoto et al., 2007).

Existe correlacdo entre o VEGF e a maturagdo pulmonar fetal. A hipoxia do
tecido pulmonar ativa o gene HIF-2a induzindo a producdo do VEGF que por meio de
receptores tirosina-quinase (FIt-1 e Flk-1) parece agir sobre os pneumdcitos tipo 2
aumentando a producao de surfactante. Ratos com deficiéncia de VEGF ou que intra-ttero
sofreram aplicagdes de anticorpos anti-receptores para VEGF (Flk-1) apresentam Sindrome
da Angustia Respiratéria (SARA) por deficiéncia de surfactante. Aplica¢des intra-utero ou
instilagdo intra-traqueal pos-natal de VEGF estimula a producdo de surfactante e protege

contra a doenga da membrana hialina (Compernolle et al., 2002).
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Finalmente, na hipertensao pulmonar o VEGF glicoproteina estd aumentado,
porém esse aumento parece ser devido a hipdxia a que o tecido pulmonar estd submetido
(devido a hipertensdo pulmonar e menor fluxo) e ndo que a hipertensdo seja devida ao
aumento do VEGF, pode-se dizer que o aumento do VEGF ¢ conseqiiéncia da hipertensao
pulmonar e ndo a causa. Na situagdo de hipertensao pulmonar parece haver um desarranjo
na angiogénese e o aumento do VEGF seria uma tentativa de compensar esse defeito e
produzir mais vasos para chegar mais sangue, mas esse mecanismo acaba por piorar a

situacdo porque os vasos passam a ser formados desorganizadamente.

Portanto o aumento da imunomarcagdo dos receptores de VEGFR-1 e
VEGFR-2 no modelo toxicoldgico de HDC sugerem que estas proteinas estdo envolvidas
na génese da hipoplasia pulmonar e do crescimento vascular pulmonar. Nés acreditamos
que deva haver um sinergismo entre o aumento de VEGF e dos receptores VEGFR-1 e 2 na
doenga e seu controle possa ter aplicacao clinica no intuito de tentar diminuir o crescimento
da camada média vascular. Estas informa¢des podem contribuir para novos estudos que
impliquem na interferéncia no mecanismo de vasculogénse pulmonar na HDC e possiveis

tratamento da hipertensdo pulmonar no periodo neonatal.
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7- CONCLUSAO
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7.1- Geral

O método de obtencdo de HDC por indugdo toxicolégica utilizando o herbicida

nitrofen foi vdlido com obtencdo de 37 % (100/270) de fetos com HDC. A hipoplasia

pulmonar dos fetos expostos ao herbicida foi considerada primdria.

7.2- Especifica

7.2.1- Tanto do ponto de vista morfolégico quanto do ponto de vista

morfométrico e estereoldgico todas as varidveis foram menores nos
fetos de ratas Sprague-Dawley expostos ao nitrofen especialmente nos
fetos portadores de HDC que os grupos CE e OO. Estas diferencas sao
maiores a partir dos dias gestacionais 18,5 e 19,5, notadamente nas fases

canalicular e inicio da fase sacular do desenvolvimento pulmonar.

7.2.2- A determinacdo e a comparag¢do da imunoistoquimica da expressao dos

receptores VEGFR-1 foi maior nos fetos expostos ao nitrofen e foram
progressivamente mais acentuadas no grupo nitrofen com HDC que os
fetos dos grupos CE e OO a partir do dia gestacional 17,5, fase
pseudoglandular com pico médximo no dia gestacional 19,5. O mesmo
ocorreu para os receptores de VEGFR-2 que apresentou maior
imunomarcacio para os fetos expostos ao nitrofen com maiores valores
para o grupo nitrofen com HDC que os fetos dos grupo CE e OO desde
o dia gestacional 17,5, fase pseudoglandular até o dia 21,5 fase sacular

do desenvolvimento pulmonar.
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Anexo 1- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total (uL)
(VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo Contole
Externo (CE) com 17,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE

CE 175 1 1661 47 19 28 0,0283 52 15
CE 17,5 2 1514 46 17 29 0,0304 43 15
CE 175 3 1594 48 16 32 0,0301 45 14
CE 17,5 4 1517 35 13 22 0,0231 33 11
CE 175 5 1439 49 16 33 0,0341 47 16
CE 17,5 6 1621 52 17 35 0,0321 48 15
CE 175 7 1545 42 16 26 0,0272 41 14
CE 17,5 8 1606 47 15 32 0,0293 46 14
CE 175 9 1647 50 20 30 0,0304 48 19
CE 17,5 10 1630 58 20 38 0,0356 57 20
CE 175 11 1540 60 21 39  0,0390 58 20
CE 17,5 12 1519 57 19 38 0,0375 55 17
CE 175 13 1523 51 17 34 0,0335 49 16
CE 17,5 14 1535 40 13 27 00261 37 11
CE 175 15 1624 58 19 39  0,0357 57 19
CE 17,5 16 1664 51 18 33 0,0306 48 17
CE 175 17 1631 61 22 39 0,0374 59 20
CE 17,5 18 1624 61 20 41 0,0376 60 19
CE 175 19 1667 59 20 39  0,0354 57 19
CE 17,5 20 1473 50 15 35 0,0339 48 14

<

1578,7 51,1 17,65 33,45 0,0324 49,4 16
DP 68,30 7,29 2,56 5,24 0,0043 7,50 2,84
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Anexo 2- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Contole Externo (CE) com 18,5 dias de gestacao (DG).

Grupo
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE

Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE

18,5 1 2396 64 21 43 0,0267 o6l 20
18,5 2 2074 66 24 42 0,0318 64 23
18,5 3 2248 62 26 36  0,0276 61 25
18,5 4 2198 72 25 47 00328 70 25
18,5 5 2109 50 19 31 0,0237 50 18
18,5 6 2135 56 20 36 0,0262 56 19
18,5 7 2480 86 29 57 0,0347 82 28
18,5 8 2499 80 36 44 0,0320 76 34
18,5 9 2655 97 33 64 0,0365 93 31
18,5 10 2573 103 36 67 0,0400 101 34
18,5 11 2591 70 22 48  0,0270 68 20
18,5 12 2464 100 34 66 0,0406 95 30
18,5 13 2344 76 30 46 0,0324 74 30
18,5 14 2335 106 36 70 0,0454 102 35
18,5 15 2575 96 36 60 0,0373 93 34
18,5 16 2514 92 31 61 0,0366 89 30
18,5 17 2507 98 34 64 0,0391 95 31
18,5 18 2368 83 30 53 0,0351 78 27
18,5 19 2076 60 19 41  0,0289 57 18
18,5 20 2222 &9 33 56 0,0401 86 32

M 2368 80 29 52 0,0337 78 27

DP 18591 17,13 6,18 11,73 0,0058 16,22 5,82
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Anexo 3- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Contole Externo (CE) com 19,5 dias de gestacdo (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE

CE 195 1 4070 119 43 76 0,0292 117 42
CE 19,5 2 3598 129 46 83 0,0359 126 45
CE 195 3 3392 127 42 8 0,0374 124 41
CE 19,5 4 3705 133 48 &5 0,0359 130 46
CE 195 5 3316 121 48 73 0,0365 118 42
CE 19,5 6 2878 98 37 61 0,0341 96 35
CE 195 7 3965 140 49 91 0,0353 137 48
CE 19,5 8 4516 132 47 85 0,0292 128 46
CE 195 9 4089 136 48 88 10,0333 131 45
CE 19,5 10 4268 124 38 8 0,0291 121 36
CE 195 11 4257 133 46 &7 0,0312 134 46
CE 19,5 12 4074 141 48 93  0,0346 137 43
CE 195 13 3778 135 44 91 0,0357 133 43
CE 19,5 14 3526 114 40 74 0,0323 109 36
CE 195 15 4275 129 47 82 0,0302 127 46
CE 19,5 16 4125 127 44 83 0,0308 125 43
CE 195 17 4200 135 47 88 0,0321 131 45
CE 19,5 18 3992 120 45 75 0,0301 115 43
CE 195 19 4177 124 34 90 0,0297 121 33
CE 19,5 20 3982 106 26 80 0,0266 102 25

M 3909 126 43 83 10,0325 123 41

DP 400,04 1096 5,83 7,78 0,0031 11,11 5,70
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Anexo 4- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Contole Externo (CE) com 20,5 dias de gestacao (DG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CE 20,5 1 5641 116 40 76 0,0206 112 38
CE 20,5 2 5990 121 41 80 0,0202 119 40
CE 20,5 3 5731 115 40 75 0,0201 111 36
CE 20,5 4 6066 111 39 72 0,0183 109 37
CE 20,5 5 6255 116 40 76 0,0185 110 37
CE 20,5 6 5443 95 35 60 0,0175 91 34
CE 20,5 7 6026 102 37 65 0,0169 92 32
CE 20,5 8 5592 117 39 78 0,0209 107 30
CE 20,5 9 5672 184 65 119 0,0324 168 52
CE 20,5 10 5021 143 53 90 0,0285 142 53
CE 20,5 11 5563 170 52 118 0,0306 167 50
CE 20,5 12 4996 172 58 114 0,0344 170 57
CE 20,5 13 5289 162 55 107 0,0306 158 53
CE 20,5 14 5414 171 60 111  0,0316 181 72
CE 20,5 15 4796 158 57 101 0,0329 152 54
CE 20,5 16 5716 202 68 134 0,0353 198 68
CE 20,5 17 5386 167 64 103 0,0310 165 62
CE 20,5 18 5800 186 64 122 0,0321 182 62
CE 20,5 19 5810 191 65 126  0,0329 188 64
CE 20,5 20 4884 157 55 102 0,0321 152 52

=

5554,6 147,8 51,35 96,45 0,0269 143,7 49,15
DP 405,38 33,23 11,29 22,36 0,0067 34,19 12,83

Anexos

118



Anexo 5- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmio direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Contole Externo (CE) com 21,5 dias de gestacdo (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CE 215 1 7069 153 49 104 00216 153 47
CE 215 2 7295 128 45 83 00175 129 42
CE 21,5 3 6763 125 45 80 00185 129 45
CE 215 4 7117 135 44 91 00190 131 42
CE 21,5 5 6152 148 47 101 0,0241 144 46
CE 215 6 6512 149 48 101 00229 146 47
CE 21,5 7 6719 156 57 99 00232 153 55
CE 215 8 6204 175 57 118 00282 174 56
CE 21,5 9 5735 156 53 103 0,0272 155 53
CE 215 10 5764 152 56 96 00264 149 54
CE 21,5 11 6445 155 51 104 00240 155 51
CE 215 12 6267 160 54 106 00255 159 53
CE 21,5 13 6247 143 48 95 00229 137 43
CE 215 14 6893 150 51 99 00218 147 49
CE 21,5 15 6823 133 45 88 00195 131 44
CE 215 16 6088 109 37 72 00179 111 39
CE 21,5 17 6140 141 46 95 00230 137 45
CE 215 18 5622 112 40 72 00199 110 39
CE 21,5 19 6798 165 53 112 00243 163 52
CE 215 20 6643 154 65 89 00232 152 64

M 6465 145 50 95 00225 143 48

DP 477,06 16,93 6,51 12,13 0,0031 16,40 6,40
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Anexo 6- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo Oleo de
Oliva (OO) com 17,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
00 175 1 1322 51 17 34 0,0386 47 15
00 17,5 2 1409 54 15 39  0,0383 53 14
00 175 3 1316 58 15 43 0,0441 55 13
00 17,5 4 1463 57 16 41  0,0390 55 16
00 175 5 1232 42 13 29  0,0341 40 12
00 17,5 6 1460 45 13 32 0,0308 44 12
00 175 7 1306 39 12 27 0,0299 37 10
00 17,5 8 1435 43 14 29 0,0300 40 12
00 175 9 1427 35 15 20 0,0245 41 13
00 17,5 10 1388 30 13 17 0,0216 28 10
00 175 11 1340 37 13 24 0,0276 38 13
00 17,5 12 1335 49 18 31 0,0367 46 17
00 175 13 1237 39 13 26 0,0315 37 12
00 17,5 14 1384 45 17 28 0,0325 41 15
00 175 15 1333 48 16 32 0,0360 45 13
00 17,5 16 1358 51 16 35  0,0376 48 15
00 175 17 1412 44 15 29  0,0312 42 14
00 17,5 18 1367 38 16 22 0,0278 36 14
00 175 19 1303 43 13 30 0,0330 39 10
00 17,5 20 1320 48 15 33 0,0364 45 13

=

13574 44,8 14,75 30,05 0,331 4285 13
DP 6550 7,35 1,68 661 00054 673 1,93
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Anexo 7- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo Oleo
de Oliva (OO) com 18,5 dias de gestacao (DG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
00 185 1 2466 94 25 69 0,0381 91 24,0
00 185 2 2594 &7 30 57 0,0335 84 28,0
00 185 3 2328 76 26 50 0,0326 73 24,0
00 185 4 2375 8 29 57 0,0362 81 28,0
00 185 5 2324 85 28 57 0,0366 81 27,0
00 185 6 2529 73 27 46 0,0289 69 26,0
00 185 7 2362 8l 29 52 0,0343 77 28,0
00 185 8 2541 89 29 60 0,0350 87 28,0
00 185 9 2643 102 31 71 0,0386 100 30,0
00 185 10 2441 104 32 72 0,0426 102 30,0
00 185 11 2454 105 36 69 0,0428 101 35,0
00 185 12 2182 79 28 51 0,0362 76 26,0
00 185 13 2396 87 26 61 0,0363 85 25,0
00 185 14 2400 94 25 69 0,0392 91 24,0
00 185 15 2403 95 29 66 0,0395 92 28,0
00 185 16 2701 91 32 59 0,0337 88 30,0
00 185 17 2284 88 28 60 0,0385 85 27,0
00 185 18 2611 104 33 71 0,0398 102 32,0
00 185 19 2263 86 32 54 0,0380 &3 30,0
00 185 20 2463 83 29 54 0,0337 80 24,0

M 2438 89 29 60 0,0367 86 28

DP 134,79 9,26 2,84 7,97 0,0034 9,63 2,92
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Anexo 8- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo Oleo
de Oliva (OO) com 19,5 dias de gestacao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
00 19,5 1 3608 131 42 89 0,0363 130 40
00 195 2 3554 126 42 84 0,0355 123 41
00 19,5 3 3746 115 41 74 0,0307 112 39
00 195 4 3666 123 42 81 0,0336 120 40
00 19,5 5 2939 91 30 61 0,0310 85 26
00 195 6 3438 103 39 64 0,0300 101 27
00 19,5 7 3827 157 53 104  0,0410 153 51
00 195 8 3540 143 48 95 0,0404 139 47
00 19,5 9 3712 160 52 108  0,0431 154 48
00 195 10 3418 124 39 85 0,0363 121 37
00 19,5 11 3478 132 44 88 0,0380 128 42
00 195 12 3861 134 48 86 0,0347 132 47
00 19,5 13 3729 132 45 87 0,0354 127 42
00 195 14 3806 130 46 84 0,0334 130 46
00 19,5 15 3916 130 45 85 0,0332 126 4
00 195 16 4069 138 48 90 0,0339 133 46
00 19,5 17 3943 143 51 92 0,0363 140 49
00 195 18 3757 144 46 98 0,0383 139 42
00 19,5 19 3959 140 47 93 0,0354 137 46
00 195 20 2792 103 34 69 0,0369 100 32

M 3642 130 44 86 0,0357 127 40

DP 323,39 17,25 5,75 11,97 0,0034 17,06 10,80
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Anexo 9- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo Oleo de
Oliva (OO) com 20,5 dias de gestagao (DG).

Grup
0 Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
00 20,5 1 5998 140 48 92 0,0233 138 47
00 20,5 2 5580 146 49 97 0,0262 140 46
00 20,5 3 5451 149 67 82 0,0273 146 66
00 20,5 4 5271 136 48 88 0,0258 131 45
00 20,5 5 4667 157 53 104  0,0336 150 50
00 20,5 6 5288 154 53 101 0,0291 150 50
00 20,5 7 5169 163 50 113 0,0315 162 49
00 20,5 8 4771 151 46 105 0,0316 147 44
00 20,5 9 5087 132 42 90 0,0259 130 41
00 20,5 10 4941 132 42 90 0,0267 130 41
00 20,5 11 5231 154 51 103 0,0294 150 48
00 20,5 12 4609 138 50 88 0,0299 138 49
00 20,5 13 4941 135 51 84 0,0273 132 48
00 20,5 14 4383 128 45 83 0,0292 126 43
00 20,5 15 4592 121 43 78 0,0264 119 42
00 20,5 16 5468 125 42 83 0,0229 122 40
00 20,5 17 4965 166 53 113 0,0334 163 53
00 20,5 18 5264 142 46 96 0,0270 140 46
00 20,5 19 4213 110 38 72 0,0261 107 35
00 20,5 20 4778 123 44 79 0,0257 120 41
5033, 48,0
M 4 1401 S5 92,05 10,0279 137,05 46,2
434,5

DP 8§ 1490 6,19 11,63 0,0030 14,56 6,36
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Anexo 10- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Oleo de Oliva (O0) com 21,5 dias de gestagdo (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
00 215 1 6179 138 49 89 0,0223 135 47
00 21,5 2 6527 167 61 106  0,0256 161 58
00 215 3 5858 135 48 87 0,0230 130 46
00 21,5 4 6037 143 46 97 0,0237 140 44
00 215 5 5464 134 48 86 0,0245 130 46
00 21,5 6 6315 147 50 97 0,0233 143 48
00 215 7 5715 130 41 89 0,0227 127 39
00 21,5 8 5516 118 41 77 0,0214 115 40
00 215 9 5921 143 47 96 0,0242 133 41
00 21,5 10 5745 146 47 99 0,0254 143 46
00 215 11 5822 156 51 105 0,0268 154 50
00 21,5 12 5554 144 49 95 0,0259 140 44
00 21,5 13 5781 151 52 99 0,0261 148 50
00 21,5 14 5565 149 45 104  0,0268 146 45
00 215 15 5839 128 50 78 0,0219 125 48
00 21,5 16 5687 167 58 109  0,0294 160 52
00 21,5 17 5415 149 53 96 0,0275 145 51
00 21,5 18 5755 145 45 100  0,0252 139 43
00 215 19 5438 159 55 104  0,0292 150 52
00 21,5 20 5807 137 45 92 0,0236 131 43

M 5797 144 49 95 0,0249 140 47

DP 292,67 1243 5,06 884 0,0023 11,82 4,65
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Anexo 11- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen sem HDC com 17,5 dias de gestagao (DQG).

Grupo Dia  Ndmero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
NITR 17,5 1 1442 32 9 23 0,0222 28 7
NITR 17,5 2 1445 27 10 17 00187 27 8
NITR 17,5 3 1150 30 10 20 0,0261 26 7
NITR 17,5 4 1168 26 10 16 00223 23 8
NITR 17,5 5 1069 23 8 15 00215 20 7
NITR 17,5 6 1223 36 11 25 00294 30 7
NITR 17,5 7 1267 40 10 30 0,0316 33 5
NITR 17,5 8 1115 30 8 22 0,0269 23 3
NITR 17,5 9 1052 28 10 18  0,0266 27 10
NITR 17,5 10 1082 27 10 17 00250 20 4
NITR 17,5 11 137 35 11 24 02555 32 10
NITR 17,5 12 1443 32 10 22 0,0222 28 8
NITR 17,5 13 1385 38 13 25 0,0274 35 12
NITR 17,5 14 1452 32 7 25 0,0220 27 4
NITR 17,5 15 1435 33 12 21 0,0230 29 10
NITR 17,5 16 1559 32 12 20 00205 26 10
NITR 17,5 17 1414 34 11 23 0,0240 33 12
NITR 17,5 18 1380 36 10 26 00261 29 6
NITR 17,5 19 1354 30 10 20 0,0222 25 8
NITR 17,5 20 1422 35 11 24 0,0246 29 7

M 12497 31,8 10,15 21,65 00359 27,5 7,65

DP 30435 429 142 383 0,0518 4,07 2,52
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Anexo 12- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen sem HDC com 18,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
NITR 18,5 1 2337 68 25 43 0,0291 63 23
NITR 18,5 2 1935 49 17 32 0,0253 46 15
NITR 18,5 3 1975 57 19 38 10,0289 54 18
NITR 18,5 4 1976 51 17 34 0,0258 48 15
NITR 18,5 5 1881 53 23 30 0,0282 50 20
NITR 18,5 6 2009 62 28 34 0,0309 60 28
NITR 18,5 7 2266 48 19 29 0,0212 45 17
NITR 18,5 8 1891 58 20 38 0,0307 56 19
NITR 18,5 9 2012 64 22 42 00318 62 21
NITR 18,5 10 1915 60 21 39  0,0313 57 20
NITR 18,5 11 2145 54 19 35 0,0252 52 19
NITR 18,5 12 2335 78 27 51 0,0334 72 24
NITR 18,5 13 2349 83 31 52 0,0353 79 29
NITR 18,5 14 2049 62 20 42 0,0303 57 16
NITR 18,5 15 2164 63 23 40  0,0291 59 20
NITR 18,5 16 2295 84 29 55 00366 76 24
NITR 18,5 17 2184 79 29 50 0,0362 73 25
NITR 18,5 18 2133 67 23 44 0,0314 60 21
NITR 18,5 19 2374 64 26 38 10,0270 60 23
NITR 18,5 20 2031 56 22 34 0,0276 54 21
M 2113 63 23 40 0,0298 39 21

DP 16741 10,84 4,19 745 0,0039 9,64 3,89
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Anexo 13- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)
(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmao direito (mg) (PPD),
relacdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar total
(uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen sem HDC com 19,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE

NITR 19,5 1 2940 82 29 53 0,0279 75 25
NITR 19,5 2 3377 110 41 69 00326 107 40
NITR 19,5 3 3274 99 36 63  0,0302 96 34
NITR 19,5 4 3489 118 43 75 0,0338 113 40
NITR 19,5 5 3462 117 45 72 0,0338 113 43
NITR 19,5 6 3337 117 41 76 0,0351 113 40
NITR 19,5 7 3665 123 44 79  0,0336 120 42
NITR 19,5 8 3150 81 28 53 0,0257 78 25
NITR 19,5 9 3736 104 40 64  0,0278 98 38
NITR 19,5 10 3706 97 34 63 00262 92 31
NITR 19,5 11 3330 &9 31 58  0,0267 86 29
NITR 19,5 12 3224 85 41 44 0,0264 82 39
NITR 19,5 13 3507 112 38 74 0,0319 111 37
NITR 19,5 14 3513 89 34 55 0,0253 &7 32
NITR 19,5 15 3497 96 35 61 0,0275 95 34
NITR 19,5 16 3464 128 42 8  0,0370 123 40
NITR 19,5 17 3512 130 45 72 0,0313 126 43
NITR 19,5 18 3655 110 38 68  0,0298 108 43
NITR 19,5 19 3385 109 41 59  0,0278 106 29
NITR 19,5 20 3147 94 35 59  0,0299 98 39

M 3419 105 38 65  0,0300 101 36

DP 204,11 15,16 5,12 10,35 0,0035 14,97 5,89
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Anexo 14- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relag@o peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen sem HDC com 20,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
NITR 20,5 1 4574 104 40 64  0,0227 102 40
NITR 20,5 2 4747 121 40 81 0,0255 118 39
NITR 20,5 3 4051 113 40 73 0,0279 110 39
NITR 20,5 4 4979 110 40 70 0,0221 107 38
NITR 20,5 5 5171 101 39 62  0,0195 100 38
NITR 20,5 6 4304 107 35 72 0,0249 102 34
NITR 20,5 7 5023 114 40 74 0,0227 112 39
NITR 20,5 8 4664 97 40 57  0,0208 95 39
NITR 20,5 9 4461 111 39 72 0,0249 107 36
NITR 20,5 10 4269 102 40 62 0,0239 98 36
NITR 20,5 11 4249 94 33 61 0,0221 92 36
NITR 20,5 12 4483 106 44 62 0,0236 99 40
NITR 20,5 13 4276 75 30 45  0,0175 72 28
NITR 20,5 14 4299 95 33 62  0,0221 89 29
NITR 20,5 15 4075 72 23 49  0,0177 65 21
NITR 20,5 16 4464 88 30 58 00197 84 28
NITR 20,5 17 4275 117 43 74 0,0274 113 41
NITR 20,5 18 5320 142 55 &7 00267 139 51
NITR 20,5 19 4497 107 40 67  0,0238 100 38
NITR 20,5 20 5270 118 46 72 0,0224 109 43
M 4573 104,7 38,5 66,2 0,0229 100,7 36,65

DP 389,87 1580 6,71 10,09 0,0029 16,09 6,39
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Anexo 15- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen sem HDC com 21,5 dias de gestagao (DQG).

Grupo Dia Numero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
NITR 21,5 1 5096 96 34 62 0,018 93 32
NITR 21,5 2 5506 111 42 69 00202 106 40
NITR 21,5 3 6240 113 44 69 0,0181 110 43
NITR 21,5 4 5926 96 37 59 00162 90 34
NITR 21,5 5 5779 89 29 60 0,0154 84 25
NITR 21,5 6 5855 112 46 66  0,0191 107 44
NITR 21,5 7 5819 107 44 63 0,0184 103 42
NITR 21,5 8 6250 130 44 8  0,0208 126 42
NITR 21,5 9 5834 118 45 73 0,0202 115 44
NITR 21,5 10 6217 110 38 72 0,0177 103 35
NITR 21,5 11 6146 123 43 80  0,0200 119 41
NITR 21,5 12 6606 126 43 8  0,0191 123 41
NITR 21,5 13 5506 85 37 48 00154 81 35
NITR 21,5 14 4558 53 23 30  0,0116 51 29
NITR 21,5 15 5206 109 39 70 0,0209 105 31
NITR 21,5 16 5213 68 35 33 0,0130 65 34
NITR 21,5 17 5455 103 37 66  0,0189 99 36
NITR 21,5 18 4626 87 30 57 0,018 83 29
NITR 21,5 19 5332 101 36 65 0,018 96 33
NITR 21,5 20 5070 91 32 59  0,0179 90 33
M 5612 101 38 63,5 10,0180 97 36

DP 553,03 19,09 6,18 14,20 0,0025 18,76 5,63
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Anexo 16- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relag@o peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen com HDC com 17,5 dias de gestacao (DG).

Grupo Dia Nimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CDH 175 1 1360 32 10 22 0,0235 30 9
CDH 175 2 1469 25 9 16  0,0170 20 7
CDH 175 3 1403 32 7 25 00228 30 7
CDH 175 4 1661 30 12 18  0,0181 23 10
CDH 175 5 1353 16 6 10 0,0118 26 10
CDH 175 6 1476 36 12 24 0,0244 32 10
CDH 175 7 1461 26 8 18  0,0178 24 8
CDH 175 8 1491 36 12 24 0,0241 34 11
CDH 175 9 1413 40 14 26 00283 37 13
CDH 175 10 1256 24 8 16  0,0191 22 7
CDH 175 11 1470 37 14 23 0,0252 36 14
CDH 175 12 1398 25 12 13 0,0179 21 10
CDH 175 13 1388 34 13 21 0,0245 30 20
CDH 175 14 1366 28 5 23 0,0205 23 4
CDH 175 15 1238 22 8 14 0,0178 18 7
CDH 175 16 1265 26 8 18  0,0206 23 7
CDH 175 17 1209 29 8 21 0,0240 24 7
CDH 175 18 1441 33 11 22 0,0229 30 10
CDH 175 19 1379 25 8 17 0,0181 17 7
CDH 175 20 1424 33 11 22 0,0232 28 7

M 1396,05 2945 98 19,65 0,211 264 925
DP 103,85 592 265 4,36 00039 582 346
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Anexo 17- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)

(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar

total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen com HDC com 18,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CDH 185 1 2087 52 12 40  0,0249 50 11
CDH 18,5 2 2031 47 19 28 0,0231 43 18
CDH 185 3 2002 48 18 30 0,0240 45 18
CDH 18,5 4 1897 50 21 29  0,0264 48 20
CDH 185 5 2487 61 19 42 0,0245 58 18
CDH 18,5 6 2637 56 17 39 0,0212 55 18
CDH 18,5 7 2387 64 24 40  0,0268 60 22
CDH 18,5 8 1938 61 17 44 0,0315 58 16
CDH 185 9 2052 70 24 46  0,0341 67 23
CDH 18,5 10 2003 56 20 36 0,0280 54 19
CDH 185 11 1960 60 19 41  0,0306 58 18
CDH 18,5 12 1980 76 24 52 0,0384 74 23
CDH 185 13 2201 69 22 47  0,0313 67 20
CDH 18,5 14 1964 63 22 41  0,0321 53 16
CDH 185 15 2108 59 21 38 0,0280 56 20
CDH 18,5 16 2307 47 17 30 0,0204 44 15
CDH 185 17 2185 69 25 44 0,0316 66 23
CDH 18,5 18 2131 62 23 39  0,0291 60 22
CDH 185 19 2271 52 15 37 0,0229 50 14
CDH 18,5 20 1956 53 21 32 0,0271 50 18

M 2129 59 20 39 0,0278 56 19
DP 200,12 830 337 647 0,0046 8,36 3,20
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Anexo 18- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)

(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar

total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen com HDC com 19,5 dias de gestacao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CDH 19,5 1 3016 90 29 61  0,0298 88 29
CDH 19,5 2 2891 68 24 44 0,0235 65 23
CDH 19,5 3 3190 78 22 56 0,0245 75 22
CDH 19,5 4 2993 61 21 40  0,0204 59 20
CDH 19,5 5 2926 62 21 41  0,0212 59 20
CDH 19,5 6 3040 62 21 41  0,0204 60 20
CDH 19,5 7 3268 77 26 51 00236 75 25
CDH 19,5 8 2793 67 20 47  0,0240 63 18
CDH 19,5 9 2889 71 24 47  0,0246 67 22
CDH 19,5 10 3451 94 30 64 0,0305 91 27
CDH 19,5 11 3423 117 45 72 0,0339 113 44
CDH 19,5 12 3446 85 24 61  0,0248 82 23
CDH 19,5 13 3279 73 23 50 00223 71 22
CDH 19,5 14 3668 106 39 67 0,0289 103 38
CDH 19,5 15 2793 67 20 47  0,0240 64 18
CDH 19,5 16 2889 71 24 47  0,0246 67 22
CDH 19,5 17 3164 81 26 55 0,0256 78 23
CDH 19,5 18 2922 68 19 49  0,0233 63 17
CDH 19,5 19 2844 72 24 48  0,0253 68 19
CDH 19,5 20 3082 71 27 44 0,0230 67 25

M 3098 77 25 48 0,0243 74 24
DP 252,71 14,86 645 3,67 0,0011 14,85 6,67
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Anexo 19- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmdo direito (mg)
(PPD), relagdo peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen com HDC com 20,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CDH 20,5 1 5160 89 29 60 0,0172 86 28
CDH 20,5 2 4238 92 23 69  0,0217 86 19
CDH 20,5 3 4686 76 22 54 00162 72 19
CDH 20,5 4 4919 99 28 71 0,0201 96 27
CDH 20,5 5 4475 103 40 63  0,0230 101 38
CDH 20,5 6 4995 75 21 54  0,0150 74 20
CDH 20,5 7 4091 75 20 55  0,0183 68 14
CDH 20,5 8 4258 64 25 39  0,0150 62 25
CDH 20,5 9 4405 76 23 53 0,0173 73 21
CDH 20,5 10 4240 82 25 57 0,0193 75 25
CDH 20,5 11 4328 80 34 46  0,0185 79 33
CDH 20,5 12 4953 99 33 66  0,0200 93 32
CDH 20,5 13 3873 62 23 39  0,0160 57 19
CDH 20,5 14 4335 80 25 55 0,0185 78 25
CDH 20,5 15 4470 81 23 58  0,0181 76 20
CDH 20,5 16 3974 65 24 41  0,0164 60 21
CDH 20,5 17 4791 84 30 54 00175 79 23
CDH 20,5 18 4423 78 24 54  0,0176 75 23
CDH 20,5 19 4912 69 24 45 0,0140 63 21
CDH 20,5 20 4590 75 22 53 0,0163 70 19

M 45058 80,2 259 543 0,0178 76,15 23,6

DP 360,05 11,55 5,04 9,08 0,0023 11,81 5,74
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Anexo 20- Resultados das medidas do peso corporal (mg) (PC), peso pulmonar total (mg)

(PPT), peso pulmonar esquerdo (mg) (PPE), peso do pulmio direito (mg)
(PPD), relag@o peso pulmonar total e peso corporal (PP/PC), volume pulmonar
total (uL) (VPT) e volume pulmonar esquerdo (uL) (VPE) dos fetos do grupo
Nitrofen com HDC com 21,5 dias de gestagao (DG).

Grupo Dia Niimero PC PPT PPE PPD PP/PC VPT VPE
CDH 21,5 1 6087 86 29 57 0,0141 82 26
CDH 21,5 2 6090 71 24 47  0,0117 70 23
CDH 21,5 3 6261 97 39 58 00155 88 37
CDH 21,5 4 6026 75 21 54 00124 74 21
CDH 21,5 5 5537 80 25 55 00144 76 21
CDH 21,5 6 6181 79 23 56 0,0128 79 23
CDH 21,5 7 5123 67 19 48 0,0131 65 17
CDH 21,5 8 4896 71 24 47 0,0145 69 23
CDH 21,5 9 5236 68 22 46  0,0130 64 21
CDH 21,5 10 5635 90 28 62 0,0160 86 25
CDH 21,5 11 5127 80 25 55 00156 77 23
CDH 21,5 12 4873 61 24 37 0,0125 59 23
CDH 21,5 13 4578 68 21 47 0,0149 66 20
CDH 21,5 14 4645 69 21 48 0,0149 77 20
CDH 21,5 15 5649 117 39 78 0,0207 120 36
CDH 21,5 16 5019 87 29 58 0,0173 82 25
CDH 21,5 17 5542 79 22 57 0,0143 76 20
CDH 21,5 18 5259 85 22 63 0,0162 81 19
CDH 21,5 19 5277 52 17 35 0,0009 50 15
CDH 21,5 20 5300 77 26 51 0,0145 74 25

M 5417 78 25 53 0,0144 76 23

DP 512,34 13,96 5,69 945 0,0023 13,97 5,33
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Anexo 21- Resultados da porcentagem de contagem de parénquima pulmonar (Par) e dos

espagos aéreos (EA) dos pulmdes esquerdo do grupo CE nos dias gestacionais

17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CE 175 18,5 19,5 20,5 21,5
N° Par EA Par EA Par EA Par EA Par EA
1 77 23 74 26 78 22 78 22 54 46
2 75 25 77 23 75 25 75 25 44 56
3 83 17 78 22 78 22 78 22 43 57
4 77 23 81 19 72 28 72 28 41 59
5 75 25 82 18 69 31 69 31 47 53
6
7
8
9

84 16 71 29 68 32 68 32 53 47

78 22 76 24 70 30 70 30 30 70

67 33 75 25 73 27 73 27 48 52

79 21 75 25 75 25 75 25 40 60
10 86 14 68 32 68 32 68 32 44 56
11 72 28 75 25 74 26 74 26 36 64
12 74 26 75 25 67 33 67 33 37 63
13 71 23 76 24 62 38 62 38 39 61
14 78 22 74 26 63 37 63 37 43 57
15 81 19 77 23 74 26 74 26 43 57
16 81 19 83 17 69 31 69 31 37 63
17 80 20 73 27 73 27 73 27 47 53
18 84 16 79 21 61 39 61 39 50 50
19 88 12 78 22 63 37 63 37 35 65
20 93 7 78 22 65 35 65 35 26 74
21 88 12 66 34 62 38 62 38 63 37
22 88 12 72 28 60 40 60 40 60 40
23 85 15 77 23 65 35 65 35 52 48
24 84 16 85 15 63 37 63 37 63 37
25 83 17 87 13 56 44 56 44 47 53
26 86 14 79 21 61 39 61 39 50 50
27 87 13 81 19 60 40 60 40 64 36
28 78 22 80 20 59 41 59 41 50 50
29 85 15 83 17 52 48 52 48 64 36
30 89 11 82 18 68 32 68 32 68 32
31 80 20 84 16 55 45 55 45 72 28
32 82 18 77 23 56 44 56 44 57 43
33 83 17 76 24 62 38 62 38 56 44
34 87 13 79 21 64 36 64 36 53 47
35 &9 11 83 17 57 43 57 43 44 56
36 87 13 77 23 72 28 72 28 58 42
37 83 17 78 22 58 42 58 42 49 51
38 85 15 78 22 64 36 64 36 44 56
39 83 17 73 27 61 39 61 39 52 48
40 86 14 70 30 64 36 64 36 55 45
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
M
DP

92
90
92
91
85
89
88
93
87

8
10
8
9
15
11
12
7
13

74
71
75
63
78
78
72
84

26
29
25
37
22
22
28
16

68
74
70
69
71
64
74

32
26
30
31
29
36
26

68
74
70
69
71
64
74

32
26
30
31
29
36
26

48 52

83,55 1645 76,81 23,19 66,09 33,91 63,92 36,08 48,93 51,07

5,76

5,76

4,90

4,90

6,47

6,47

5,87

5,87

1021 10,21
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Anexo 22- Resultados da porcentagem de contagem de parénquima pulmonar (Par) e dos
espagos aéreos (EA) dos pulmdes esquerdo do grupo OO nos dias gestacionais

17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

00 175 18,5 19,5 20,5 21,5
N° Par EA Par EA Par EA Par EA Par EA
1 90 10 85 15 68 32 67 33 55 45
2 94 6 85 15 71 29 68 32 56 44
3 92 8 83 17 77 23 55 45 67 33
4 95 5 94 6 72 28 59 41 58 42
5 91 9 87 13 82 18 64 36 61 39
6 89 11 95 5 84 16 55 45 68 32
7 91 9 88 12 80 20 64 36 62 38
8 88 12 93 7 76 24 66 34 61 39
9 87 13 92 8 77 23 75 25 68 32
10 85 15 91 9 78 22 57 43 64 36
11 88 12 84 16 75 25 55 45 57 43
12 86 14 87 13 78 22 65 35 58 42
13 85 15 97 3 73 27 68 32 56 44
14 89 11 87 13 73 27 65 35 60 40
15 86 14 85 15 70 30 61 39 64 36
16 81 19 94 6 69 31 55 45 54 46
17 83 17 90 10 82 18 60 40 66 34
18 93 7 96 4 65 35 66 34 53 47
19 95 5 94 6 77 23 74 26 71 29
20 90 10 88 12 65 35 63 37 58 42
21 88 12 93 7 75 25 56 44 61 39
22 86 14 85 15 78 22 58 42 53 47
23 90 10 79 21 79 21 73 27 55 45
24 87 13 93 7 78 22 71 29 54 46
25 85 15 87 13 76 24 63 37 54 46
26 88 12 70 30 78 22 59 41 52 48
27 92 8 96 4 65 35 63 37 46 54
28 86 14 93 7 77 23 55 45 67 33
29 94 6 80 20 73 27 57 43 49 51
30 85 15 81 19 73 27 64 36 49 51
31 85 15 88 12 80 20 68 32 60 40
32 83 17 75 25 70 30 65 35 47 53
33 85 15 88 12 79 21 58 42 51 49
34 93 7 73 27 75 25 71 29 56 44
35 91 9 93 7 74 26 65 35 49 51
36 95 5 87 13 84 16 66 34 51 49

W
<

88 12 92 8 73 27 63 37 66 34
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33 92 8 8 15 70 30 63 37 55 45
39 94 6 8 20 77 23 69 31 53 47
40 8 18 9 10 78 22 59 41 63 37
41 9% 4 9 10 76 24 67 33 67 33
492 8 14 8 12 65 35 65 35 54 46
43 89 11 77 23 57 43 45 55
44 63 37

M 88,79 11,21 87,64 12,36 74,93 25,07 63,18 36,82 57,53 42,47
DP 391 391 626 626 495 495 544 544 6,67 6,67
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Anexo 23- Resultados da porcentagem de contagem de parénquima pulmonar (Par) e dos
espagos aéreos (EA) dos pulmdes esquerdo do grupo nitrofen sem HDC nos

dias gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

NITR 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° Par EA Par EA Par EA Par EA Par EA

1 81 19 77 23 62 38 55 45 56 44
2 75 25 86 14 66 34 52 48 65 35
3 79 21 82 18 68 32 46 54 64 36
4 82 18 85 15 69 31 48 52 64 36
5 82 18 78 22 65 35 46 54 54 46
6 81 19 717 23 63 37 48 52 63 37
7 75 25 75 25 64 36 44 56 60 40
8 80 20 78 22 68 32 51 49 56 44
9 86 14 80 20 62 38 46 54 50 50
10 81 19 86 14 72 28 61 39 48 52
11 89 11 86 14 72 28 55 45 68 32
12 86 14 85 15 67 33 49 51 69 31
13 81 19 81 19 60 40 60 40 60 40
14 83 17 71 29 63 37 59 41 58 42
15 85 15 84 16 65 35 53 47 48 52
16 88 12 78 22 58 42 45 55 62 38
17 81 19 78 22 62 38 52 48 54 46
18 81 19 80 20 65 35 47 53 59 41
19 93 7 73 27 66 34 50 50 65 35
20 80 20 74 26 64 36 49 51 56 44
21 87 13 76 24 61 39 49 51 67 33
22 80 20 69 31 72 28 49 51 57 43
23 88 12 75 25 67 33 52 48 61 39
24 &5 15 &3 17 65 35 50 50 62 38
25 83 17 83 17 63 37 68 32 52 48
26 78 22 82 18 54 46 54 46 64 36
27 85 15 71 29 62 38 46 54 36 64
28 82 18 69 31 71 29 46 54 46 54
29 88 12 80 20 76 24 44 56 42 58
30 74 26 81 19 71 23 44 56 37 63
31 90 10 84 16 72 28 55 45 43 57
32 84 16 81 19 70 30 54 46 30 70
33 85 15 71 29 71 29 45 55 39 61
34 92 8 85 15 76 24 53 47 54 46
35 84 16 78 22 70 30 58 42 38 62
36 88 12 81 19 75 25 59 41 44 56

w
|

93 7 76 24 74 26 59 41 38 62
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
M
DP

74
95
81
90
85
81
85
87
95
84
77
80

26

19
10
15
19
15
13

16
23
20

87
82
85
84
80
84
80
84
77
80
85
84
77
69

13
18
15
16
20
16
20
16
23
20
15
16
23
31

72
71
68
80
67
73
65

28
29
32
20
33
27
35

64
70
49
51
60
54
55
56
55
49
52
44
51
58

36
30
51
49
40
46
45
44
45
51
48
56
49
42

41
56
57
60
56
64
65
62
64
68
60
57
49
55

59
44
43
40
44
36
35
38
36
32
40
43
51
45

83,86 16,14 79,55 20,45 67,57 32,43 52,33 47,67 54,96 45,04

5,17 517 496 496 547 547 6,13 6,13

9,80

9,80
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Anexo 24- Resultados da porcentagem de contagem de parénquima pulmonar (Par) e dos
espagos aéreos (EA) dos pulmdes esquerdo do grupo nitrofen com HDC nos

dias gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CDH 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° Par EA Par EA Par EA Par EA Par EA

1 88 12 78 22 75 25 75 25 78 22
2 90 10 81 19 79 21 80 20 71 29
3 86 14 92 8 86 14 76 24 76 24
4 88 12 75 25 80 20 82 18 78 22
5 94 6 72 28 82 18 76 24 84 16
6 94 6 80 20 81 19 83 17 79 21
7 82 18 87 13 81 19 81 19 80 20
8 92 8 95 5 84 16 78 22 86 14
9 89 11 86 14 77 23 78 22 68 32
10 92 8 89 11 79 21 86 14 75 25
11 92 8 88 12 71 29 84 16 71 29
12 91 9 80 20 83 17 83 17 71 29
13 95 5 &9 11 73 27 77 23 77 23
14 94 6 85 15 79 21 89 11 78 22
15 85 15 88 12 82 18 82 18 75 25
16 82 18 82 18 73 27 88 12 86 14
17 82 18 86 14 81 19 88 12 81 19
18 90 10 81 19 80 20 83 17 80 20
19 82 18 88 12 71 29 76 24 84 16
20 91 9 88 12 79 21 85 15 83 17
21 82 18 86 14 77 23 &3 17 73 27
22 92 8 84 16 80 20 85 15 72 28
23 87 13 90 10 77 23 80 20 82 18
24 93 7 86 14 67 33 86 14 83 17
25 89 11 85 15 82 18 88 12 73 27
26 82 18 90 10 73 27 72 28 77 23
27 91 9 &9 11 73 27 84 16 82 18
28 85 15 80 20 82 18 71 29 80 20
29 93 7 88 12 77 23 77 23 79 21
30 88 12 85 15 84 16 76 24 83 17
31 79 21 78 22 80 20 81 19 79 21
32 87 13 90 10 85 15 77 23 85 15
33 88 12 82 18 86 14 84 16 83 17
34 88 12 87 13 81 19 88 12 84 16
35 90 10 88 12 82 18 89 11 86 14
36 87 13 84 16 80 20 88 12 77 23
37 87 13 87 13 81 19 76 24 74 26
38 88 12 84 16 82 18 86 14 77 23

39 86 14 84 16 85 15 81 19 81 19
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40 93 7 85 15 84 16 71 29 74 26

41 77 23 82 18 86 14 80 20 81 19
42 88 12 84 16 84 16 82 18 82 18
43 91 9 89 11 87 13 75 25 82 18
44 86 14 82 18 86 14 81 19 83 17
45 77 23 80 20 92 8 74 26 76 24
46 84 16 91 9 80 20 76 24 65 35
47 87 13 84 16 74 26 75 25
48 75 25 81 19
49 72 28 80 20
50 74 26 72 28
51

M 87,74 12,26 84,98 15,02 80,20 19,80 80,32 19,68 78,44 21,56
DP 4,50 4,50 4,51 451 490 490 5,23 523 493 493
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Anexo 25- Resultado das médias dos volumes dos parenquimas pulmonares esquerdo
(Vpae) onde Vpae = VPT x DAP (produto do volume do pulmao esquerdo
pela densidade do parénquima pulmonar esquerdo) dos fetos do grupo
Controle Externo (CE) e Oleo de Oliva (OO) nos dias gestacionais 17,5, 18,5,
19,5, 20,5 e 21,5.

CE 17,5 185 19,5 205 21,5 OO 17,5 185 19,5 20,5 21,5
N° Vpae Vpae Vpae Vpae Vpae N° Vpae Vpae Vpae Vpae Vpae
1232 1998 3198 3675 2592 1170 2380 2788 3082 2585
1200 2079 3075 3283 2112 1222 2380 2911 3128 2632
1328 2106 3198 2989 2064 1196 2324 3157 2530 3149
1232 2187 2952 2695 1968 1235 2632 2952 2714 2726
1200 2214 2829 2793 2256 1183 2436 3362 2944 2867
1344 1917 2788 3234 2544 1157 2660 3444 2530 3196
1248 2052 2870 2989 1440 1183 2464 3280 2944 2914
1072 2025 2993 3234 2304 1144 2604 3116 3036 2867
1264 2025 3075 3234 1920 1131 2576 3157 3450 3196
10 1376 1836 2788 2989 2112 1105 2548 3198 2622 3008
11 1152 2025 3034 3479 1728 1144 2352 3075 2530 2679
12 1184 2025 2747 3087 1776 1118 2436 3198 2990 2726
13 1232 2052 2542 3136 1872 1105 2716 2993 3128 2632
14 1248 1998 2583 2793 2064 1157 2436 2993 2990 2820
15 1296 2079 3034 3528 2064 1118 2380 2870 2806 3008
16 1296 2241 2829 2989 1776 1053 2632 2829 2530 2538
17 1280 1971 2993 3528 2256 1079 2520 3362 2760 3102
18 1344 2133 2501 2842 2400 1209 2688 2665 3036 2491
19 1408 2106 2583 3381 1680 1235 2632 3157 3404 3337
20 1488 2106 2665 3724 1248 1170 2464 2665 2898 2726
21 1408 1782 2542 2744 3024 1144 2604 3075 2576 2867
22 1408 1944 2460 3234 2880 1118 2380 3198 2668 2491
23 1360 2079 2665 3479 2496 1170 2212 3239 3358 2585
24 1344 2295 2583 3430 3024 1131 2604 3198 3266 2538
25 1328 2349 2296 3283 2256 1105 2436 3116 2898 2538
26 1376 2133 2501 3626 2400 1144 1960 3198 2714 2444
27 1392 2187 2460 3479 3072 1196 2688 2665 2898 2162
28 1248 2160 2419 3038 2400 1118 2604 3157 2530 3149
29 1360 2241 2132 2695 3072 1222 2240 2993 2622 2303
30 1424 2214 2788 2793 3264 1105 2268 2993 2944 2303
31 1280 2268 2255 2940 3456 1105 2464 3280 3128 2820
32 1312 2079 2296 3234 2736 1079 2100 2870 2990 2209
33 1328 2052 2542 2940 2688 1105 2464 3239 2668 2397
34 1392 2133 2624 3087 2544 1209 2044 3075 3266 2632
35 1424 2241 2337 2940 2112 1183 2604 3034 2990 2303
36 1392 2079 2952 3087 2784 1235 2436 3444 3036 2397
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
M

1328
1360
1328
1376
1472
1440
1472
1456
1360
1424
1408
1488
1392

1337

DP 92

2106
2106
1971
1890
1998
1917
2025
1701
2106
2106
1944
2268

2074
132

2378
2624
2501
2624
2788
3034
2870
2829
2911
2624
3034
2989

2709
265

1144
1196
1222
1066
1248
1118
1157

1135

2940 2352 37
3283 2112 38
3381 2496 39
3087 2640 40
2989 2304 41
3528 42
2940 43
2548 44
3185 45
2744 46
3283 47
2695 48
3087 49
3430 50
3132 2348 M
285 490 DP 51

2576
2380
2240
2520
2520
2464

2454
175

2993
2870
3157
3198
3116
2665
3157

3072

2898
2898
3174
2714
3082
2990
2622
2898

2906

3102
2585
2491
2961
3149
2538
2115

2704

203 250 314
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Anexo 26- Resultado das médias dos volumes dos parénquimas pulmonares esquerdo
(Vpae) onde Vpae = VPT x DAP (produto do volume do pulmao esquerdo pela
densidade do parénquima pulmonar esquerdo) dos fetos do grupo Nitrofen
com ¢ sem HDC nos dias gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

NIT 175 185 195 20,5 215 CDH 17,5 185 19,5 20,5 21,5
N° Vpae Vpae Vpae Vpae Vpae N° Vpae Vpae Vpae Vpae Vpae

1 648 1617 2232 2331 2016 792 1482 1800 1800 1794
2 600 1806 2376 2553 2340 810 1539 1896 1920 1633
3 632 1722 2448 2220 2304 774 1748 2064 1824 1748
4 656 1785 2484 2442 2304 792 1425 1920 1968 1794
S 656 1638 2340 2627 1944 846 1368 1968 1824 1932
6 648 1617 2268 2738 2268 846 1520 1944 1992 1817
7 600 1575 2304 2072 2160 738 1653 1944 1944 1840
8 640 1638 2448 2331 2016 828 1805 2016 1872 1978
9 688 1680 2232 2405 1800 801 1634 1848 1872 1564
10 648 1806 2592 2220 1728 828 1691 1896 2064 1725
11 712 1806 2592 2516 2448 828 1672 1704 2016 1633

12 688 1785 2412 2331 2484 819 1520 1992 1992 1633
13 648 1701 2160 2183 2160 855 1691 1752 1848 1771
14 664 1491 2268 2294 2088 846 1615 1896 2136 1794
15 680 1764 2340 2590 1728 765 1672 1968 1968 1725
16 704 1638 2088 2368 2232 738 1558 1752 2112 1978
17 648 1638 2232 2109 1944 738 1634 1944 2112 1863
18 648 1680 2340 2479 2124 810 1539 1920 1992 1840
19 744 1533 2376 2220 2340 738 1672 1704 1824 1932
20 640 1554 2304 2294 2016 819 1672 1896 2040 1909

21 696 1596 2196 2701 2412 738 1634 1848 1992 1679
22 640 1449 2592 2701 2052 828 1596 1920 2040 1656
23 704 1575 2412 2738 2196 783 1710 1848 1920 1886

24 680 1743 2340 2220 2232 837 1634 1608 2064 1909
25 664 1743 2268 2627 1872 801 1615 1968 2112 1679
26 624 1722 1944 2664 2304 738 1710 1752 1728 1771
27 680 1491 2232 2553 1296 819 1691 1752 2016 1886
28 656 1449 2556 2442 1656 765 1520 1968 1704 1840
29 704 1680 2736 2405 1512 837 1672 1848 1848 1817

30 592 1701 2772 2294 2016 792 1615 2016 1824 1909
31 720 1764 2592 2220 2052 711 1482 1920 1944 1817
32 672 1701 2520 2109 2160 783 1710 2040 1848 1955
33 680 1491 2556 2072 2016 792 1558 2064 2016 1909
34 736 1785 2736 2146 2304 792 1653 1944 2112 1932
35 672 1638 2520 2442 2340 810 1672 1968 2136 1978
36 704 1701 2700 2479 2232 783 1596 1920 2112 1771
37 744 1596 2664 2516 2304 783 1653 1944 1824 1702
38 592 1827 2592 2220 2448 792 1596 1968 2064 1771
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Anexo 27- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os
receptores de VEGF-1 de fetos do grupo Controle Externo (CE) nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CE 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5

N° + - + - + - + - + -
1 30 70 30 70 23 77 24 76 33 67
2 29 71 33 67 28 72 20 80 22 78
3 28 72 30 70 15 85 23 77 20 80
4 20 80 30 70 25 75 23 77 23 77
5 25 75 27 73 34 66 31 69 26 74
6 22 78 28 72 27 73 25 75 26 74
7 29 71 29 71 35 65 32 68 34 66
8 24 76 26 74 34 66 20 80 30 70
9 26 74 26 74 23 77 26 74 20 80
10 15 85 31 69 36 64 35 65 24 76
11 23 77 28 72 27 73 35 65 25 75
12 22 78 22 78 25 75 28 72 31 69
13 23 77 20 80 28 72 26 74 21 79
14 22 78 32 68 27 73 28 72 20 80
15 26 74 22 78 40 60 30 70 27 73
16 28 72 23 77 26 74 29 71 23 77
17 30 70 28 72 28 72 30 70 25 75
18 22 78 20 80 25 75 40 60 18 82
19 27 73 30 70 23 77 33 67 29 71
20 28 72 28 72 27 73 27 73 22 78
21 28 72 25 75 22 78 25 75 29 71
22 28 72 30 70 30 70 20 80 23 77
23 30 70 25 75 20 80 22 78 24 76
24 29 71 25 75 32 68 21 79 26 74
25 31 69 24 76 25 75 23 77 23 77
26 32 68 31 69 20 80 24 76 27 73
27 30 70 25 75 36 64 33 67 24 76
28 32 68 24 76 26 74 28 72 32 68
29 25 75 27 73 29 71 27 73 31 69
30 30 70 22 78 18 82 31 69 22 78
31 21 79 36 64 24 76 31 69 27 73
32 28 72 27 73 31 69 25 75 27 73
33 29 71 26 74 23 77 22 78 24 76
34 24 76 32 68 32 68 20 80 22 78
35 21 79 23 77 31 69 28 72 20 80
36 28 72 24 76 27 73 23 77 27 73
37 30 70 28 72 28 72 28 72 34 66
38 22 78 23 77 19 81 37 63 29 71

39 31 69 20 80 27 73 27 73 30 70
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Anexo 28- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os
receptores de VEGEF-1 de fetos do grupo Oleo de Oliva (OO) nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

00 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -
1 34 66 42 58 24 76 20 80 30 70
2 32 68 25 75 20 80 31 69 34 66
3 40 60 28 72 20 80 30 70 29 71
4 40 60 36 64 24 76 27 73 31 69
5 30 70 30 70 27 73 25 75 35 65
6 29 71 32 68 28 72 32 68 38 62
7 35 65 25 75 24 76 35 65 32 68
8 29 71 32 68 21 79 38 62 39 61
9 30 70 35 65 18 82 35 65 39 61
10 26 74 40 60 28 72 33 67 47 53
11 25 75 33 67 30 70 30 70 38 62
12 36 64 34 66 21 79 25 75 39 61
13 38 62 34 66 20 80 30 70 30 70
14 37 63 32 68 24 76 28 72 35 65
15 31 69 29 71 27 73 33 67 37 63
16 25 75 36 64 27 73 31 69 30 70
17 34 66 29 71 36 64 31 69 25 75
18 37 63 30 70 33 67 30 70 39 61
19 40 60 31 69 30 70 36 64 28 72
20 45 55 32 68 30 70 40 60 27 73
21 25 75 32 68 32 68 34 66 40 60
22 38 62 36 64 36 64 33 67 30 70
23 32 68 40 60 38 62 33 67 27 73
24 34 66 32 68 45 55 30 70 39 61
25 27 73 25 75 34 66 32 68 27 73
26 20 80 34 66 25 75 31 69 33 67
27 20 80 37 63 50 50 27 73 43 57
28 30 70 36 64 31 69 30 70 37 63
29 40 60 26 74 50 50 42 58 35 65
30 36 64 38 62 33 67 36 64 26 74
31 33 67 35 65 35 65 38 62 29 71
32 45 55 30 70 36 64 47 53 40 60
33 40 60 27 73 32 68 39 61 35 65
34 42 58 35 65 22 78 35 65 41 59
35 28 72 35 65 20 80 37 63 37 63
36 46 54 22 78 24 76 30 70 22 78
37 34 66 12 88 29 71 38 62 25 75
38 27 73 29 71 34 66 35 65 20 80
39 35 65 24 76 35 65 38 62 34 66

Anexos

149



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

DP

34
28
30
38
29
33
30
30
43
30
29
33
6

66
72
70
62
71
67
70
70
57
70
71
67
6

19
38
48
35
35
41
36
35
35
43
37
33
6

81
62
52
65
65
59
64
65
65
57
63
67
6

38
20
41
37
47
30
39
33
32
30
41
31
8

62
80
59
63
53
70
61
67
68
70
59
69
8

28
50
39
34
39
35
40
37
35
35
38
34
5

72
50
61
66
61
65
60
63
65
65
62
66
5

34
50

19
26
14
21
16
36
35
24
32
8

66
50
91
81
74
86
79
84
64
65
76
68
8

Anexos

150



Anexo 29- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os
receptores de VEGF-1 de fetos do grupo Nitrofen sem CDH nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

NITR 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -
1 50 50 59 41 37 63 31 69 32 68
2 54 46 58 42 53 47 32 68 40 60
3 54 46 48 52 43 57 52 48 39 61
4 56 44 64 36 45 55 26 74 37 63
5 45 55 57 43 43 57 27 73 36 64
6 50 50 50 50 40 60 25 75 34 66
7 48 52 62 38 45 55 30 70 30 70
8 54 46 50 50 40 60 32 68 47 53
9 51 49 54 46 46 54 21 79 43 57
10 47 53 49 51 48 52 22 78 47 53
11 46 54 50 50 53 47 34 66 50 50
12 45 55 52 48 45 55 23 77 46 54
13 45 55 50 50 51 49 32 68 54 46
14 51 49 43 57 45 55 26 74 44 56
15 51 49 60 40 43 57 31 69 43 57
16 48 52 50 50 47 53 29 71 38 62
17 55 45 43 57 52 48 30 70 40 60
18 60 40 62 38 51 49 30 70 55 45
19 51 49 59 41 46 54 33 67 50 50
20 67 33 52 48 53 47 40 60 48 52
21 56 44 52 48 47 53 22 78 48 52
22 51 49 64 36 51 49 20 80 60 40
23 53 47 54 46 60 40 36 64 40 60
24 47 53 43 57 40 60 33 67 46 54
25 60 40 51 49 47 53 29 71 41 59
26 53 47 61 39 52 48 31 69 32 68
27 65 35 60 40 49 51 32 68 40 60
28 65 35 58 42 42 58 52 48 39 61
29 70 30 53 47 54 46 26 74 37 63
30 70 30 50 50 30 70 27 73 36 64
31 56 44 60 40 40 60 25 75 34 66
32 60 40 62 38 42 58 30 70 30 70
33 55 45 60 40 50 50 32 68 47 53
34 60 40 43 57 35 65 21 79 43 57
35 47 53 51 49 48 52 22 78 47 53
36 57 43 49 51 40 60 34 66 50 50
37 58 42 50 50 46 54 23 77 46 54
38 63 37 57 43 40 60 32 68 54 46

39 63 37 51 49 40 60 26 74 44 56
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Anexo 30- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os

receptores de VEGF-1 de fetos do grupo Nitrofen com CDH nos dias

gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CDH 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5

N° + - + - + - + - + -

1 40 60 34 66 60 40 47 53 45 55
2 41 59 40 60 65 35 66 34 43 57
3 32 68 40 60 58 42 50 50 48 52
4 30 70 60 40 66 34 60 40 44 56
5 49 51 48 52 60 40 50 50 45 55
6 27 73 43 57 59 41 50 50 48 52
7 31 69 38 62 58 42 48 52 45 55
8 34 66 38 62 65 35 50 50 45 55
9 33 67 50 50 71 29 46 54 42 58
10 40 60 40 60 60 40 49 51 45 55
11 34 66 40 60 62 38 47 53 40 60
12 35 65 57 43 52 48 51 49 44 56
13 40 60 63 37 38 62 54 46 47 53
14 38 62 40 60 51 49 43 57 47 53
15 32 68 40 60 43 57 53 47 54 46
16 34 66 50 50 50 50 39 61 50 50
17 34 66 49 51 50 50 47 53 40 60
18 31 69 45 55 50 50 70 30 51 49
19 36 64 48 52 44 56 50 50 43 57
20 35 65 38 62 55 45 45 55 47 53
21 34 66 43 57 50 50 50 50 58 42
22 40 60 52 48 50 50 60 40 48 52
23 33 67 35 65 52 48 38 62 52 48
24 37 63 40 60 48 52 50 50 43 57
25 38 62 52 48 55 45 44 56 50 50
26 30 70 48 52 52 48 55 45 50 50
27 35 65 50 50 55 45 40 60 40 60
28 35 65 40 60 52 48 40 60 51 49
29 50 50 45 55 62 38 50 50 43 57
30 49 51 46 54 59 41 50 50 47 53
31 53 47 52 48 44 56 45 55 58 42
32 56 44 45 55 47 53 45 55 48 52
33 53 47 50 50 45 55 51 49 52 48
34 34 66 35 65 44 56 47 53 43 57
35 34 66 43 57 48 52 55 45 50 50
36 31 69 43 57 48 52 48 52 48 52
37 36 64 44 56 32 68 40 60 44 56
38 35 65 50 50 45 55 37 63 45 55
39 34 66 45 55 50 50 45 55 48 52
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Anexo 31- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os
receptores de VEGF-2 de fetos do grupo Controle Externo (CE) nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CE 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -
1 33 67 20 80 34 66 28 72 30 70
2 18 82 36 64 34 66 25 75 33 67
3 32 68 33 67 30 70 33 67 28 72
4 22 78 32 68 23 77 45 55 24 76
5 29 71 25 75 36 64 38 62 21 79
6 20 80 29 71 25 75 34 66 33 67
7 27 73 27 73 33 67 45 55 34 66
8 20 80 33 67 37 63 38 62 30 70
9 28 72 39 61 44 56 50 50 27 73
10 19 81 35 65 40 60 48 52 37 63
11 38 62 45 55 48 52 43 57 32 68
12 29 71 30 70 38 62 50 50 35 65
13 35 65 40 60 44 56 30 70 34 66
14 23 77 31 69 37 63 44 56 30 70
15 36 64 39 61 44 56 43 57 32 68
16 34 66 45 55 35 65 47 53 30 70
17 31 69 50 50 25 75 35 65 26 74
18 20 80 34 66 48 52 26 74 25 75
19 23 77 40 60 30 70 33 67 26 74
20 23 77 40 60 20 80 30 70 24 76
21 24 76 41 59 30 70 40 60 27 73
22 28 72 45 55 22 78 39 61 24 76
23 27 73 45 55 22 78 34 66 20 80
24 23 77 42 58 32 68 40 60 21 79
25 20 80 44 56 28 72 34 66 30 70
26 20 80 46 54 32 68 36 64 28 72
27 26 74 38 62 30 70 34 66 27 73
28 20 80 32 68 40 60 41 59 23 77
29 32 68 38 62 35 65 32 68 29 71
30 15 85 37 63 32 68 34 66 33 67
31 25 75 40 60 45 55 36 64 28 72
32 20 80 35 65 40 60 35 65 20 80
33 15 85 30 70 32 68 30 70 19 81
34 34 66 36 64 35 65 36 64 23 77
35 29 71 34 66 24 76 35 65 20 80
36 32 68 33 67 34 66 34 66 24 76
37 24 76 32 68 32 68 28 72 19 81
38 30 70 20 80 30 70 26 74 30 70
39 40 60 30 70 36 64 30 70 27 73

Anexos

155



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

DP

33
31
32
20
32
38
34
31
31
28
30
27
6

67
69
68
80
68
62
66
69
69
72
70
73
6

40
44
36
29
30
31
37
33
38
27
30
36
7

60
56
64
71
70
69
63
67
62
73
70
64
7

35
30
35
38
36
35
26
38
45
28
30
34
7

65
70
65
62
64
65
74
62
55
72
70
66
7

41
41
43
44
30
37
37
34
32
40
34
37
6

59
59
57
56
70
63
63
66
68
60
66
63
6

27
19
30
20
26
26
28
27
20
22
30
27
5

73
81
70
80
74
74
72
73
80
78
70
73
5

Anexos

156



Anexo 32- Resultado da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os

receptores de VEGF-2 de fetos do grupo Oleo de Oliva (OO) nos dias

gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

00 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -
1 31 69 35 65 31 69 34 66 33 67
2 28 72 43 57 26 74 26 74 20 80
3 32 68 44 56 22 78 31 69 31 69
4 20 80 36 64 25 75 23 77 20 80
5 31 69 42 58 30 70 28 72 32 68
6 30 70 33 67 20 80 30 70 35 65
7 31 69 30 70 34 66 35 65 28 72
8 30 70 34 66 22 78 28 72 28 72
9 31 69 43 57 38 62 26 74 20 80
10 28 72 42 58 31 69 30 70 25 75
11 34 66 50 50 30 70 30 70 23 77
12 44 56 35 65 25 75 35 65 23 77
13 41 59 35 65 36 64 30 70 29 71
14 34 66 31 69 33 67 20 80 20 80
15 40 60 35 65 35 65 22 78 28 72
16 30 70 35 65 36 64 24 76 34 66
17 36 64 38 62 30 70 25 75 24 76
18 43 57 45 55 32 68 35 65 23 77
19 41 59 38 62 29 71 32 68 24 76
20 37 63 30 70 24 76 36 64 29 71
21 45 55 33 67 39 61 35 65 24 76
22 46 54 44 56 36 64 32 68 27 73
23 46 54 44 56 30 70 25 75 27 73
24 38 62 51 49 28 72 32 68 28 72
25 39 61 42 58 21 79 27 73 24 76
26 44 56 40 60 34 66 24 76 28 72
27 35 65 43 57 23 77 18 82 28 72
28 40 60 38 62 30 70 20 80 20 80
29 30 70 40 60 32 68 22 78 25 75
30 39 61 30 70 29 71 25 75 23 77
31 40 60 30 70 36 64 38 62 23 77
32 30 70 33 67 33 67 21 79 29 71
33 36 64 43 57 24 76 22 78 20 80
34 41 59 50 50 26 74 23 77 28 72
35 26 74 32 68 25 75 34 66 34 66
36 31 69 18 82 22 78 29 71 24 76
37 35 65 30 70 38 62 24 76 23 77
38 29 71 30 70 36 64 31 69 24 76
39 32 68 25 75 26 74 24 76 29 71
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Anexo 33- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os
receptores de VEGF-2 de fetos do grupo Nitrofen sem CDH nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

NITR 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -

40 60 47 53 40 60 28 72 28 72
50 50 52 48 43 57 33 67 27 73
52 48 48 52 42 58 27 73 22 78
44 56 48 52 44 56 20 80 21 79
40 60 47 53 41 59 21 79 22 78
55 45 52 48 50 50 27 73 26 74
58 42 53 47 43 57 30 70 26 74
48 52 51 49 35 65 25 75 25 75
55 45 53 47 47 53 29 71 22 78
52 48 55 45 43 57 28 72 32 68
55 45 51 49 44 56 27 73 25 75
55 45 55 45 50 50 29 71 29 71
48 52 41 59 53 47 27 73 32 68
40 60 54 46 50 50 30 70 37 63
42 58 57 43 55 45 35 65 40 60
53 47 40 60 60 40 35 65 40 60
58 42 45 55 50 50 35 65 30 70
57 43 53 47 51 49 30 70 30 70
63 37 56 44 50 50 27 73 21 79
60 40 53 47 35 65 36 64 31 69
50 50 55 45 40 60 38 62 36 64
63 37 60 40 40 60 33 67 30 70
54 46 58 42 44 56 32 68 22 78
60 40 50 50 45 55 34 66 30 70
68 32 43 57 39 61 31 69 27 73
70 30 48 52 40 60 40 60 32 68
67 33 32 68 50 50 38 62 28 72
71 29 33 67 45 55 39 61 31 69
67 33 45 55 55 45 37 63 21 79
60 40 47 53 55 45 40 60 23 77
58 42 50 50 56 44 50 50 30 70
62 38 51 49 52 48 36 64 25 75
60 40 40 60 54 46 34 66 30 70
52 48 40 60 55 45 40 60 30 70
42 58 60 40 60 40 47 53 29 71
65 35 44 56 60 40 42 58 26 74
52 48 57 43 52 48 38 62 23 77
50 50 48 52 55 45 48 52 26 74
63 37 54 46 65 35 34 66 41 59
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Anexo 34- Resultados da contagem de 50 campos dos pontos imuno-marcados para os

receptores de VEGF-2 de fetos do grupo Nitrofen com CDH nos dias
gestacionais 17,5, 18,5, 19,5, 20,5 e 21,5.

CDH 17,5 18,5 19,5 20,5 21,5
N° + - + - + - + - + -
1 50 50 59 41 43 57 35 65 40 60
2 45 55 45 55 44 56 27 73 40 60
3 38 62 52 48 50 50 34 66 50 50
4 39 61 47 53 53 47 45 55 42 58
5 40 60 32 68 46 54 42 58 44 56
6 30 70 49 51 57 43 38 62 47 53
7 37 63 35 65 45 55 42 58 49 51
8 41 59 47 53 42 58 41 59 48 52
9 34 66 41 59 35 65 42 58 49 51
10 34 66 35 65 62 38 40 60 50 50
11 42 58 48 52 60 40 40 60 51 49
12 40 60 50 50 47 53 50 50 48 52
13 42 58 49 51 40 60 43 57 60 40
14 47 53 52 48 40 60 50 50 62 38
15 45 55 41 59 39 61 43 57 43 57
16 50 50 54 46 45 55 44 56 44 56
17 40 60 35 65 44 56 46 54 45 55
18 66 34 48 52 46 54 45 55 46 54
19 36 64 46 54 50 50 47 53 50 50
20 50 50 46 54 52 48 39 61 55 45
21 54 46 52 48 56 44 50 50 53 47
22 41 59 41 59 52 48 44 56 52 48
23 41 59 48 52 39 61 47 53 51 49
24 45 55 46 54 55 45 45 55 45 55
25 48 52 42 58 52 48 48 52 42 58
26 45 55 45 55 57 43 46 54 39 61
27 54 46 40 60 44 56 41 59 48 52
28 51 49 51 49 55 45 42 58 47 53
29 40 60 43 57 68 32 43 57 25 75
30 48 52 49 51 43 57 55 45 30 70
31 58 42 35 65 35 65 35 65 32 68
32 45 55 43 57 62 38 27 73 32 68
33 52 48 46 54 60 40 34 66 48 52
34 45 55 42 58 47 53 45 55 47 53
35 54 46 47 53 40 60 42 58 25 75
36 30 70 55 45 40 60 38 62 35 65
37 44 56 46 54 39 61 42 58 40 60
38 52 48 39 61 45 55 41 59 30 70
39 46 54 45 55 44 56 42 58 41 59
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