ANA MARIA DUARTE DIAS COSTA

ESTUDO DO MIOCARDIO VENTRICULAR DE RATOS,
CUJAS MAES FORAM INJETADAS COM PALMITATO

DE VITAMINA A, NO DECIMO DIA DE GESTACAO

Tese apresentada a Faculdade
de Odontologia de Piracicaba -
UNICAMP, para obtengio do

grau de Doutor em Odontologia.

5/ Area de concentragdo: Farma-
cologia.

PIRACICABA - 1985

UNICAMP
BIBLIOTECA CENIRAL



ro meu pail (in memorian) e minha mae ,

gque me ensinaram a cumprir sempre O dever

com retidio e devotamento;

José Ronaldo.

Ao meu marido,
mpreensao;

pelo apolo. estimulo e €O

Rosane € Mariné,

Ags minhas £i1has,
u esfor

pela compensagao de todo me

G

dedico este trabalho.



Agradego, de modo muito especial,

ao Prof. Dr, José Renan Vieira da Cos
ta, verdeiro pesquisador, gue sempre
lutou para elevar no meio cientifico
o nome de nossa Escola, por ter parti
cipado ativamente deste Trabalho com
seguranca e capacidade admiraveis ,
pem como pela amizade e interesse de-
monstrado no decorrer do mesmo,



Agradeco

ao Prof.Dr. Samir Tufic Arbex, pelo
apoio e incentivo, bem como pela
amizade e atencdo com Que Sempre nos

distingliiu.



AGRADECIMENTOS

i

Agradeco a todos gue contribufram direta ou indi-
retamente na elaboragac do presente Trabalho e de
modo especial:

Ao professor Doutor Amado Leonisio de Azevedo, pe-

lo apoio e confianga gue sempre nos gratificou.

K gSenhorita Leonilda Stanziola, pela  cooperacao
prestada na coleta e processamento do material.

A Professora Fatima de Souza, pela confecgdo dos
graficos.

Ao Professor Jos€ Sebastiao Martins, pela colabo-
rac80 na execug¢do da anadlise estatistica do refe~-
rente Trabalho.

Ao Departamento de Morfologia da Escola de Farma-
cia e Qdontologia de Alfenas, pela oportunidade
gue nos ofereceu para a realizagdo deste Trabalho
em suassdependéncias, bem como pelo incentive dis-

pensado durante o mesmo.

Ao'Departamento de Ciéncias Fisiolbgicas da  FOP
na pessoa do Prof.Dr. Antdnio Carlos Néder, pelos
ensinamentos recebidos e o convivio amigo no de-

correr do nosso curso de POs-Graduagao.

Ao Profegsor Maciro Manoel Pereira, Chefe do De-
partamento de Clinica e Cirurgia da Escola de Far
miécia e Odontologia de Alfenas, pela amizade e
constante estimulo aos integrantes de seu Departa
mento,



~ Agradego & Faculdade de Odontologia de Piracica-
ba - UNICAMP ~ através de seu dignissimo Dire-
tor, Doutor Luiz Valdrighi, pela oportunidade gque
nos ofereceu para a realizacgao do pds—graduagao ,
bem como & Universidade Estadual de Campinas, a-
través de seu Magnifico Reitor Doutor José Aris-
todemo Pinotti, pelo incentivo dispensado aos que

se dedicam ao ensino e A pesqguisa.

- & Bacharela em Direito, Sra. Angela Ap.Reis e Me-
deiros, pelos trabalhos datilogrdficos e revisao
gramatical,

=~ A0 Sr. Carlos Bernardes Pereira, pelo zelo com os
animais utilizados no presente experimento.

~ Agradego A Escola de FarmAcia e Odontologia de Al
fenas, através de seu dignissimo Diretor Prof. VI
nio Barbosa Tamburini, pelo apoio de sempre.



INDICE

1. IHTRODUCAD vvvvvennes

RN R R R E NN RS RN SRy

LY

1.1. Efeitos da Vitamina A nos Tecldos seseververres

1.2. Interacac Vitamina A e Membranas Celulares .,..

1.3. Interagao Vitamina A e Adrenal ..........,

1.4. Vitamina A e Coragdo

“ .oy agw

LRI NI B B R

L B

EEE R O

1.5, Proposigao Y R IR R R R R R R NI N

2. MATERTAL E METODOS +vveenversrrvvaresrarerecreecenne

2.1, Material .oveevicrasvassnvensonsssnnn

LN I

PR ]

2.2, TEenica de Determinacdo do Periedo de Gravidez.

2.3, Téenica de Dissecacan e Pesagem ...ocvevveennaen

2.4, TEcnicas Bistologicas

9.5, Tecnicas Moxfometricas .evsesaenns

LI I S N R ]

PRI R

LIRS S B R

LI BRI

2,5,1. Técnica de CHALKLEY .ovecsvvrvacnconvans

2.SQ2Q Cariamtria "Q.‘QQI.Ql".ﬂi('l.’t.ll"‘

2.6. T8cnicas EstatTsticas «eeveveracoavirranye

CRLIE N

2,6.1, Teste da Medianad ceseesviverarsvrananans

3, BESULTADOS ccvvcrvnnnvnens

»

»

L)

P L I LR I B N

3,1, Resultados MorfOlOBicOs veevrorsrvamrernanscnss

3,1,1. Peso Corporal e Ventricular «..ococesnss

3,1.2. Resultados HistolOgiCoS sersceracacacese

3.2, Resultados Morfometricos ,sevsscerscsoviaravsns
3,2,1, Tecnica da CHALKLEY ..vvvvvevrneanancons

39202! Cariﬂ‘ﬂﬁtfia ."!!(li.llQl{-QllIQOQI!Q‘.-’

Zi. DISCUSSKO Q'l!!!!‘t.!'.!l'!"ﬁ!.!'!!‘l’t!!!'!ﬁd!.cc‘

5. CONCLUSOES +uvnvevrvernnsns

6. REFERENCTAS BIBLIOCRAFICAS

*

RN I

e E

PR N LI ]

LEE B LS

LEE NI

WOog o~ L e

10

11
12
13
13
14
14
14
i5
17
17

19
20
20
33
37
37
52

69
77
86



1. INTRODUGAO



VITAMINA A - Consideracoes gerais

A descoberta da vitamina 2 deve-
se a trabalhos de diversos pesquisadores isoladamente co
mo HOPRINS (1912}, McCOLLUM & DAVIS (1913) e OSBOQRNE &
MENDEL {(1914) ., Estes autores estudando o crescimento de
ratos com dietas purificadas, verificaram que a suple-
mentagao das ragOes com leite ou diversas fontes de gox
dura levava a uma sensivel melhora, tanto no crescimento
como, nas lesoes coculares destes. Estes mesmos autores
tentaram a extracac etérea destes alimentos e chegarama
uma substancia que foi denominada "R lipossoluvel”, por
McCOLLUM & DAVIS {(1913).

A vitamina A ocorre em tecidos a
nimais, porém muitos vegetals contén substancias com a-
tividade de vitamina A e STEENBOCK (1919} apds  varias
observagoes, = postulou gque a atividade de vitamina A
era originada por pigmentos amarelos carotendides.

Segundo WEST & cols. {1969), o ca



_3.,_.

roteno é uma molécula simétrica, gue possui dois andis
deB'ionona ligados por uma cadeia carbdnica. As substin
cias gque apresentam estes dois andis ou um dos dois:s&g
compostos precursores de vitamina A. As substéncias do
grupo da vitamina A, ou seja, que apresentam atividade
de vitamina A, sao todo-trans vitamina A, sendo desig-
nadas atualmente como "todo-transretinol”, e da nesma
maneira sac nomeados os seus derivados, sendo que ©
termo vitamina A ainda continua a ser utilizado parato
dos 0s compostos desse grupo, bem como compostos de es
trutura ainda nao determinada, mas que possuem a ativi
dade binldgica do retinol (GANGULY, 1967) .

A vitamina A estd intimamente as
sociada tanto a lipidios gquanto 3 proteinas, particular
mente as lipoprotelnas (MALLIA & cols.,1975), sendo es
tas lipoproteinas importantissimas no transporte da
vitamina A no plasma sanguineo circulante.

1.1, EFEITOS DA VITAMINA A NOS
TECIDOS

Os efeitos da deficiencia
de wvitamina A (MOORE 1957, 1964) e da hipervitaminose
A ( RODAHL, 1950; MOORE, 1857) foram intensamente’ . es
tudados nos tecidos. MOORE (1957, 1964, 1865} enumerou
uma serie de anormalidades observadas em um ouv  outro
dos seguintes animais: rato, ccelho, cao, boi, galinha,
macaco € homem, no transcorrer de uma avitaminose A. Es
sas anormalidades seriam representadas por adaptagdo de
feituosa ao escuro, deficiéncia de crescimento, cerati -
nizagao das membranas mucosas, xeroftalmia, infeccaose
cundaria, falha na modelagac Ossea, com a produgao de
0850 espesso e sem fungao em lugar de um o0ss0 mais fi
no , lesdes nervosas, aumento da pressao do fluido ce-

rebro-espinhal desenvolvida independentemente ou asso-
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~ciada com os ossos deformados do cr@nio, hidrocefalia,
anormalidades na reprodugao do testiculo e aborto, do-
engas da pele e morte. |

As lesbes resultantes da adminis
tragio de doses elevadas de vitamina A, estudadas por
MOORE (1957, 1965), incluem: anormalidades na pele, au
mento da pressfo do fluldo cérebro espinhal, naduseas ,
vOmitos e anormalidades Bsseas no homem, fratura dssea,
hemorragia interna profusa e fatal, deficiéncia secun-
déria de vitamina K, mal formagles congénitas fragueza
muscular, perda de pelo, edema das pélpebras, curvatu~
ra pronuneisda da coluna vertebral, fraturas espontdne
as e parada de crescimento no rato.

Condigoes de hipervitaminose A,
em ratos adultos, foi observada, quando da administra-
¢8o oral de doses macigas de biogterina {(um concentra-
do isolado de Oleo de flgado de bacalhau) por MOORE &
WANG, 1945. As mails caracteristicas lesbes ocorridas fo
ram fraturas no esqueleto, sendo mais constantes nos
animals jovens, e também hemorragias internas e exter-
nas com lesGes superficials, em forma de crateras, as
quais se assemelham as que ocorrem em humanos atacados
de escorbuto,

_ ' < Foi também observado que o esque
leto de animais que receberam excesso de concentrado de
dleo de figado de bacalhau tornavam-se tdo frageis gue

os animais sofriam fraturas esponti@neas dos membros

posteriores e anteriores, verificando-se em alguns ca-

sos, que as extremidades daguelas fraturas anguilosa -

vam formando calos Osseos grandes e irregulares (DAVIES
& MOORE, 1934}.
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RODAHL & MOORE (1943} observaram
que ratos submetidos a uma hipervitaminoge A, algumas
vezes morriam devido a intensa hemorragia interna.

MOORE & WANG(1945) constataramhe
morragias uterinas em ratas gravidas, quando da adminis
tracao, em excesso de Sleo de figado de bacalhan ou de
acetado de witamina A.

0 efeito do excesso de vitaminal
scbre a epiderme ocasiona metaplasia e foi estudada in
vitro por FELL & MELLANBY (1953), WEISS & JAMES (1955)
e in vivo por LAWRENCE & BERN (1960, 1%63) e - HARDY
(1968) .

Quando da aplicagac de vitamina
A na epiderme, cbgservou-se aumento acentuado da espes~
sura de toda a epiderme, hiperplasia, hipertrofia '
além de um aumento na atividade mitética, tante no ra-
to (SABELLA & cols., 1951; BERN & cols., 1955}, no ca-
mundongo (LAWRENCE & BERN, 1958) como no hangter
{LAWRENCE & cols., 1960). Quando aplicada diretamente
na vagina de ratas, verificouw-se inibicao da corneifi-
cacio do epitélio vaginal (KAHN, 1954).

FRANQUIN & cols. (1969}, estudan
do o efeite da hipervitaminese A sobre o epitélio gen-

'gival de ratos, constataram redugdo marcante na camada
cOrnea, aumento dos granulos cerato~hialinos e espessa
mento da membrana basal.

Com relacao a testiculos frente
a hipervitaminose A, podemos citar os trabalhos de
MADDOCK & cols. (1853}, em ratos recémdesmamados e
de LAMANO CARVALHO (1877) em ratos -jovens, oOS guais mos
traram uma degeneragao testicular frente ao excesso de

vitaminag A,



- f -

Alteragdes renais induzidas pe-
la hipervitaminose A, em embribes de ratos, foram des-
critas por KALTER & WARKANY {1960, 1961) e pof LOPES
(1973) durante a lactagio. Estes autores observaram uma
atrofia renal bem como das vias urinfrias nesses ani-
mais.

Os efeitos da hipervitaminocse 2
em glandulas foram bastante estudados por REGEZI & ROWE
(1972) na glandula sub-mandibular do rato; LOPES {1978)
em todas as glandulas salivares de ratos; COSTA & cols.
(1978, 1979) nas glandulas de Harder e lacrimal regpec-
tivamente; PICCOLO & cols. (1978) na glandula nasal late
ral do rato; LEMOS MOURA & cols. (1980) na glandula adre
nal. Em todas essas glandulas observou-se uma atrofia e
vidente com excessao da gléndqla lacrimal e adrenal nas
quais fol observado wuma hipertrofia e hiperfuncao frente
a hipervitaminose A.

0 estudo de anomalias produzi -
das pela administragac de doges relativamente grandes
nos primeiros estagios do desenvolvimento embriondrio de
ratos foi realizado por KALTER & WARKANY (1961), o8
guals mostraram anomalias nesses animais como: altera-
coes de pele, orelhas, olhos, face, boca, dentes, lin-
gua, timo, costelas, cérebro, coracaoc, grandes vasos ,
circulacao fetal, ring, bexiga, ductos genitais, reto ,
anus, cauda e membros. Alguns dos defeltos encontrados
e até entdo ainda nac relatados foram: incisivos supe -
riores e inferiores supra-numerarios, anguiloglossia
lateral, ducto cranio-faring@io, timo cervical, aneunris
ma coroniric, rim ectdpico cruzado, fistula retro-vesi-
cal e auséncia da artéria umbelical.

Quando da administracao de do-
ses nao teratogénicas de vitamina A em ratas  gravidas
durante periodos criticos de desenvolvimento intra-ute

rino, alteragoes como exoftalmia, baixo peso, boca pe-



guena e muitas vezes ausente foram observadas por COSTA
& DIAS COSTA (19284)

1.2. INTERAGAO VITAMINA A E MEM
BRANAS CELULARES -

A vitamina A penetra entre
os lipidios e as proteinas quando em nivel adeguado atu
ando como um agente de ligagio entre os liplidios e  as
proteinas, estabilizando assim a estrutura da membrana.
Desta forma, tanto o0 excesso como a falta de witamina A
causam problemas a estrutura normal das células.

A administracao de doses
excessivas de vitamina A no rato, camundongo, cobaioc
coelho e galinha, provoca inicialmente um aumento de
permeabilidade e posteriormente a destruigao das membra
nas das organelas celulares e da prdpria membrana cito-
plasmitica (FELL & THOMAS, 1960; THOMAS & cols:, 1960
DINGLE, 1961; DINGLE &cols., 1961; LUCY &cols., 1961
FELL & cols., 1962; DINGLE & LUCY, 1962; JANQFF &
McCRUSCKEY, 1962; WEISSMANN & c¢dls., 1963; GLAUERT &
cols., 1963; LUCY &cols., 1963; DANIEL g cols., 1966 .
GLICK & KERR, 1968} . Egses pesquisadores verificaram tam

htl

-a

-

bénm que o rompimento das membranas provocava um aumento
da atividade enzimética resultante da rutura dos lisos-
somos e conseqgliente liberacac de enzimas, tais como: ca
tepsina, fosfatase Acida, beta-glucoronidase, beta-hexo
gaminidase, hialuronidase e arilsﬁlfatase‘

APPELMANS & DE'DUVE (1955)
% DINGLE (1961), estudando c€lulas fracionadas do figa-
do de rato, verificaram que a liberacgao daguelas enzi-
mas pelo lisossomo, dependia da temperatura, da concen-
tragaoc hidrogenidnica do meio € da concenktracgdo de vita
mina -A.

MORRIS & STEELE (1974) ,
utilizando embrides de ratos cultivados em meio de cul-
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tura contendo vitamina A observaram alteracdes citold-
gicas como o aumento da area de superficie da membrana
plasmatica e das membranas das organelas, vaclolos au-
tofagicos e heterofagicos, pequenos vacliolos  abertos
na superficie celular, distorgao dos niicleos, com aumen
to dos espagos intramembranosos, condensagao mitocon~
drial e, finalmente, morte celular.

YOUNG & cols. (1971}, em estu
dos dos hepatdcitos de ratos, mantidos em meio de cul~
tura com o fenobarbital observaram proliferacao rapida
do reticule endoplasmético rugoso. Em face desses acha
dos, RAM & MISRA (1974) tentaram inibir essa prolifera
cao da organela adicionando ao meic de cultura, feno-
barbital + vitamina A. Esses autores puderam verificar
que a proliferagzo rapida do reticulo endoplasmético:gp
goso era aditiva e gue a membrana desse reticulco se com
portava de umt modo diferente das demais membranas celu

lares, frente a vitamina A.

1.3. INTERACAO VITAMINA A
F ADRENAL

O mecanismo de agao da
vitamina A na produgho de numerosas lesSes tanto na hi -
po como na hipervitaminose A resulta nao somente como
conseqgiéncia da agao direta da vitamina A nas membranas
celulares, mas também da agac direta de fatores enddori
nos, mais especificamente com relacaoc a glandula adre-

nal.
AMES & cols. {1954), verifica-

ram gque ratos submetidos a hipervitaminose A apresenta
vam hipertrofia e hiperfuncao da cOrtex da adrenal. Eg
ses dados foram confirmados por TAKEKOSHI, (1964} .

RAM & MISRA (1975}, mostra -

ram no rato que o excesso da vitamina A proveocava um



I

aumento na produgdo e liberacgao de corticosterdides pe
la adrenal. Esses corticosterdides langados na circula
¢80 protegiam os lisossomos celulares da acdo labili -
zante da vitamina A. Porém, guando a estimulacidoc da a-
drenal pela vitamina A era prolongada, a quantidade de
adrenocorticoides sintetizados e liberados diminuia
provocando entao desintegragdo lisossOmica nas células.

1.4. VITAMINA A e CORACAO

E evidente que todo de~
sequilibrioc, tanto por caréncia como por excesso de vi
tamina A, provoca a fragilidade dogs liscssomos tendo
come conseqtiéncia, a liberagdo de hidrolases queseenton
tram inativas nessas organelas. Dal resulta uma implica-
¢ao fundamental dos lisossomos, em todas as estruturas
teciduais, sendo que, a integridade funcional de nume-
rosos Orgaocs depende da agac da vitamina A Justamente
no contrele dessa integridade. Entre os drgaos sensi-
veis a um eventual desequilibrio na gquantidade de vita
mina A, figura o coragao.

NICHELLE - & 'CARLINO,
{1953) estudando o efeito da administracac excessiva de
vitamina A no rato verificaram uma degeneragac das fi-
bras musculares do coracado. Estas alteragoes também fo
ram evidenciadas por STREBEL & colg. (1969), os quais es
tudando os efeitos da administracao de 50.000 UIde vi-
tamina A por dia no rato durante 16 dias, verificaram
noc coragdc além de necrose de fibras do miocardio, cal
cificagao na tiinica média das artérias. Um fato impor-
tante evidenciado nesse trabalho se refere a via de ad
ministracBo da vitamina A, pois essas alteragoes foram
evidenciadas somente guando a vitamina era administra-
da por via intraperitoneal e nunca observadas gquando se

utilizava a via oral.



- 30 -

Em 1972 LEELAPRUTE & cols., mos-
traram a importéncia da via de administragdo e do tipo
de vitamina A na produgio experimental de alteracdes
cardio—vasculares no rato.

Em 1982, COSTA utilizando 20.000

Ul de vitamina A por 10 dias, intraperitonealmente, es-
tudou morfométricamente as alteragdes no coragdo de ra
tos jovens, observando uma acentuada diminuigdo da laxr
gura das fibras musculares cardlacas, acompanhada de
uma diminuigBo dos volumes nucleares e miocitdlise.

1.5. PROPOSICAO

0 estudo do coracio de ratos re-
cém-nascidos e em lactacao, cujas maes receberam  uma
finica dose de vitamina A de 30,000 UT no dé€cimo dia de
gestacBo ndo Ffoi verificado na literatura pertinente ,
constituindo o propdsito do presente trabalho, o qual
foi planejado com os seguintes cobjetivos:

1., Verificar as possiveis altera
gOes ponderais presentes no coragao de ratos recém~-nas
cidos e em lactacho provocadas por uma dose fnica de
vitamina A ndo teratogénica durante a vida intra-uteri

Na&e.

2. Quantificar as alteragoes es-
truturais presentes no miocardic ventricular desses a-
nimais.

3. Mostrar se uma pequena dose
de vitamina A quando administrada num periodo critico
do desenvolvimento de ratos seria capaz de lesar o co-

ragao dos mesmos,



2. MATERIAL E METODOS
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2.1, MATERIAL

Foram utilizados 60 ratos
(Rattus norvergicus, variedade Wistar), obtidos do bio
tério da Escola de Farmacia e Odontologia de Alfenas.
Esses animais representam filhotes recém-nascidos e em -

lactagao de 20 ratas gravidas divididos em 2 grupos:

Grupo I - tratados: 30 ra-
tos obtidos de 10 ratas que receberam uma Unica ihje -
¢80 intraperitoneal de 0,2 ml de Arovit (Palmitato de
vitamina A em solugao coloidal hidromiscivel - produtos
Roche) contendo 30.000 UI de vitamina A no décimo diade
gravidez.

Grupo II -~ controle : 30
ratos obtidos de 10 ratas que receberam uma unica in-
jegao intraperitoneal de 0,2 ml de solugao salina (so-
lugdo de NaCL a 0,85%) no décimo dia de gravidez.

As ratas de ambos os gru-
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/
pos estudados (receberam ragao. comercial e agua ad libi

tum, e para cada uma delas apds o nascimento foi manti

. da uma ninhada de 8 filhotes.

'2.2. TECNICA DE DISSECAGAO E PE
- SAGEM:

Os filhotes de ambos os gru
pos estudados foram pesados e sacrificados aos 1, 5,10
e 15 dias de vida pds—natal (15 de cada grupo para o
19 dia e 5 de cada grupo para os outros dias, totali -
zando 60 animais) por inalagao de éter anestésico.
| Apds secgao e rebatimento da
porgao ventral do torax dos animais, os coragaes foram
retirados e imersos rapidamente numa solugao salina a
49C, com a finalidade de manter suas contragoes para
completa expulsao do sangue contido em suas cavidades.
A seqguir foram colocados numa solugcao de Bouin (Formal
deido - 15ml , Acido Picrico - 85ml, Acido Acético gla
cial.5ml) para fixagdo e 24 horas depois os ventricu-
los foram separados dos atrios e colocados em alcool
709. E importante registrar que o esqueleto fibroso fi
cou com os ventriculos. Em seguida, foi realizada a pe
sagem dos ventriculos em balanga de precisao ( Micronal
0,00lmg) e também a medida dos volumes absolutos dos
mesmos com o auxilio de uma seringa graduada 1.100C (ml)

2,3, TECNICAS HISTOLOGICAS

Os ventriculos de todos os
animais apds a pesagem e medida do volume foram desi-
dratados em alcool, numa série crescente de graduagoes,
diafanizados em benzol e incluidos em parafina. Os blo
cos foram cortados com 7 micrometros de espessura e 0s
cortes foram corados pela hematoxilina-eosina(HE) para
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observagao ao microscSpio de luz.

2.4. TECNICAS MORFOMETRICAS

2.4.1. Técnica de CHALKLEY

Com a finalidade de
avaliar percentualmente as estruturas do miocardio ven-
tricular, empregou-se neste estudo a técnica de CHALKLEY
(1943) . Utilizou-se, para tal uma ocular preparadé - com
quatro pontos padrao e uma objetiva de imersao (100X) .
Cada ponto padrao correspondia a extremidade livre de
uma seta e as estruturas histoldgicas escolhidas (cito-
plasma, nicleo da fibra muscular e tecido intersticial),
foram'registrédas individualmente. Foram determinadas
quantas vezes as estruturas eram atingidas pelos pontos
padrao e contados 1.000 pontos para cada ventriculo car
dfaco de cada animal. Os valores numéricos cbtidos das
estruturas do miocardio ventricular dos animais trata-
dos e controles foram transformados em valores percentu
ais.

v - . Essa percentagem de pontos
por estrutura indica o volume relativo para cada estru-
tura. ' |

Para comparagao desses vo-
lumes relativos nos diversos grupos, os dados percentu-
ais sofreram uma transformagao angular.

2.4.2. Cariometria

Os volumes reais dos
nicleos das fibras ventriculares do miocardio dos diver
SOs grupos experimentais foram obtidos através de medi-
das cariométricas.

Os cortes foram fo-
calizados ao microscdpioc Optico, com objetiva de imer-
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Essa percentagem de pontos por
estrutura indica o volume relativo para cada estrutu-
ra.

Para comparacao desses volumes
relativos nos diversos grupos, os dados percentuais S0
freram uma transformagdo angular.

2.5.2, Cariometria

Os volumes reais dos ni-
cleos das fibras ventriculares do miocirdio dos diver
S0s grupos experimentais foram obtidos através de me-
- didas cariométricas. _

. - 0s cortes foram focaliza
dos ao microscdpio Sptico, com bbjetiva de imers 3o
(100X) , a0 qual era adaptada uma camara clara (Olim-
pus) »

' Os niicleos das fibras
musculares foram projetados sobre papel, com un aumen
to final de 1.140X. As imagens cbtidas, em nilmerc de
100 para cada animal dos grupes estudados, foram con-
tornadas com l8pis ninero 2, tomando-se o cuidado de
congiderar somente as imagens elipticas dos nicleos.
Para a obtencdo dos volumes, os eixos maior e  menor
foram medidos, cbtendo-se ainda, por meioc da nédia
geométrica dos 2 primeiros, um terceiro eizo. Em se-
guida, foi aplicada a fOrmula do volume do elipsdide
de acordo com VALERI & cols. (1967}

onde Dl e D2

tivamente.,

representam oS eixos maior e menor respec
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2.5.2.1. Calcule da Constante pa-
ra a equagBo do volume elipsdide, quando a  ampliagdo
é de 1,140X.
A equacgdo matem@tica do
volume do elips8ide &:
vo= 4 T .a .b .c

3
em que a, b, ¢ sdo os trés semi-eixos do s61lido. Se

quis8ssemos escrever a equagao em termos de elxos, &
nao de semi-eixos, terfamos: '

v=4 7w, 21. P "3

———p-

3 2 2 2

No caso do niicleo de uma célula ,
gque & observado em duas dimensoes, apenas o terceiro
eixo pode ser estimado como a média geométrica dos ou~

+rog dois. Temos assims:

v=_1 . D . D . D

i ——

D indica o comprimento real dos
eixos em micrBmetros, Como o valor medido na projecac
& feito em'milimetroé, o valor D valerd 1.000X  menos
que esse valor em milimetros. Por sua vez © valor
1.000D estd ampliado 1.140X, razdo pela gqual é preciso
dividi-lo por 1.140 para ter-se o valor real do eixc.

Assim temos:

v = g . 1:000D; 1

1.000 D2 1.000D
6 13140 1146 1140 11490

. 1.000D2

Efetuando~se as operagoes aritmé-

ticas indicadas, tém-se:

v = 0,35341426 . Dl . DE D1 . D2



- 17 -

2.6, TECNICAS ESTATISTICAS

Para o estudo dos volumes
relativos apds transformagao angular das estruturas es
tudadas com o emprego da técnica de CHALKLEY (1943) ,
(citoplasma, nlcleo e intersticio) entre os grupos con
trole e tratados empregou-se a anflise de variancia .

Com o obijetivo de comparar-
se os dados obtidos com o emprego da cariometria em-
pregou~se o teste nfo paramétrico da medida ( SIEGEL,
1936},

2.6.1. Teste da Mediana
{STEGEL, 1956)

! Neos casos em que se
desconhece a distribuicdo das populacgoes das quais pro
vm as amostras, a comparagio das medianas dessas a-
mostras se aplica com maior sucesso gue a 'camparagéo

das médias,
Egse teste permite

concluir se duas amostras provém de populagodes que tem
a mesma mediana,

0 procedimento prati
co consiste em ordenar, conjuntamente, os valores das
duas smostras, de maneira a obter o© valor central (me
diana) correspondente a todos os dados da amostragem.

A seguir constrdi -

se um guadro, Como O gue S Segues



Amostra 1 Amostra 2 Total

Valores mencres

gque a mediana A B A+ B

Valores iguais
ou maiores _C D cC+ D

gue a mediana

Total A+ C B+ D N= A+B+C+D

Construindo-~se o guadro, a apli
caclio do teste do qui~quadrado ( x°) permite decldir
guanto a aceitacao de H,r que admite serem as duas a-
mostras provenlentes de populagoes da mesma mediana.

A varidvel x° & calculada pela

£ormulas
N 2
2 - . -l
X :_ N (A.D' - Bgc b 2

{A+B) . (C4D) . (A+C). (B+D)

Estabelecendo o , que neste tra
balho fol tomado a um nivel de 95% ( o = 0,5}, e com
1 grau de liberdade, cbtém-se o valor de x? tabelado.

A hipbtese H & rejeitada sem—
pre gque o valor calculado de %x? for maior ou igual ao
seu valor tabelado.



3. RESULTADOS
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3.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

3.1.1. Peso corporal e ven
tricular

2 dosagem de vitami-
na A utilizada neste trabalho juntamente com a maneira
pela gqual foi administrada, nao provocou mal formagoes
visfveis nos animais considerados tratados. Pode-se ob-
servar que esses animails apresentaram um comportamento
normal no gue concerne a postura, movimentos corporais,
apetite e desenvolvimento, durante todo o periodo expe-
rimental.

O peso corporal dos animals re
cém-nascidos (Tabela 1) cujas mdes receberam uma  dose
nfo teratogénica (30.000 UI) de vitamina A no décimo
dia de gestachBo, apresentou-se menor (5,1g + 0 ,634) gquan
do comparado ao dos animais controle (6,5g + 0,444).
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Neste grupo de animais © pesc e o volume dos. ventricu-
los {Tabela 2) também apresentaram uma diferenca mar-
cante de wvalores guando se comparou oOs valoreé absolu-
tos dos dois grupos. Para os animais controle observou-
se um peso ventricular médioc igual a 27,95 mg + 3,232
e um volume ventricular médio igual a 0,017 ml +0,0030
e para og tratados, um peso ventricular médio igual a
20,50 mg + 1,973 ¢ um volume ventricular igual a 0,009
ml + 0,0007. |

A Tabela 3 mostra que ¢ peso
corporal dos animais controle (11,789 + 0,454) que fo-
ram sacrificados com 5 dias de vida nao apresentou uma
grande difefenga dos pesos -dos animails tratados (11,16g
+ 0,890), o mesmo acontecendo com relagdc ao peso e vo
lume ventricular dos animais deste grupo (Tabela 4) con
trole {peso ventricular igual a 47,26 mg + 3,486; volu
me igual a 0,027ml + 0,025) e tratados (peso ventricu~
lar igual a 47,96 mg + 0,952; volume igual a 0,027 ml
+ 0,0010) .

JA o peso corporal dos animais
gsacrificados com 10 dias de vida, apresentou-se um pou
co diferente (Tabela 5), nos animais controle (21,46g
+ 0,439) em relacBo aos tratados que apresentaram peso
menor (20,28 g + 0,742) . Egsa peqguena diferenga tanbémn
foi ohservada com relagao aos pesos e volumes ventricu
lares deste grupo, onde foi.observado nogs animais con~-
trole, um peso ventricular igual a 104,54 mg + 3,202 e
um volume ventricular igual a 0,049 ml + 0,0004 ¢ nos
tratados um peso e volume um pouco menor ou seja, um
peso ventricular igual a 100,64 mg + 2,922 e um volume
ventricular igual a 0,048 m1 + 0,0013 (Tabela 6).
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TABELA 1 ~ Pesos corporais, médias e erro padrao das mé
dias dos animais tratados e controle sacri-
ficados no 19 dia de wvida.

Pego corporal (qg) Peso corporal (g)
controle tratado
7,2 5,7
6,1 ' 6,0
6,1 5,5
6,1 5,8
6,2 5.8
6,6 5,0
6,6 4,6
6,7 4,5
6,1 4,5
6,1 4,7
7,4 4,8
6,7 4,6
6,9 6,1
6,9 4,4
7,0 4,5
X X
6,58 5,1

+ 0,444 + 0,634
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TABELA 2 ~ Pesos e volumes ventriculares, médias € er—
ro padrao das iédias dds animais controle e
tratados, sacrificados no 19 dia de vida.

Peso ventricular {(mg) Volume ventricular (ml)
controle  tratado controle tratado

31,7 23,4 0,020 0,010
24,5 23,0 0,014 0,010
24,8 20,6 0,014 ¢,009
28,9 21,0 0,018 0,009
29,1 23,0 - 0,018 0,010
30,1 20,0 ' 0,019 0,009
29,8 20,0 0,019 0,009
28,6 19,0 6,017 0,009
22,0 19,0 0,010 0,009
24,3 19,0 0,015 0,009
32,3 20,0 0,021 0,009
29,5 20,6 - 0,019 0,009
28,0 23,4 0,018 ¢,010
24,0 16,06 0,014 0,007
31,7 19,0 n,020 4,009
X X X X

27,95 20,50 0,017 0,009

+ 3,232 + 1,973 + 0,0030 + 0,0007
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TABELA 3 ~ Pesos corporais, médias e erro padrao das mé~
dias dos animais tratados e controle sacrifi

cados no 59 dia de vida.

Peso corporal {(g) Peso corporal (g)
controle : tratado
12,0 11,2
11,3 11,1
12,3 12,5
12,0 | 10,0
11,3 11,0
X X
11,78 ' 11,16

+ 0,454 +'0,820




...25._
TABELA 4 — Pesos e volumes ventriculares, médias e er-
ro padrio das médias dos animais contole e

tratades sacrificados no 59 dia de vida.

Peso ventricular (mg) Velume ventricular (ml)
controle tratado controle tratado
49,4 48,2 0,029 0,028
43,4 ' 47,6 0,025 0,028
50,0 49 ,2 ¢,030 0,029
50,0 46,6 0,030 0,026
43,5 | 48,2 0,025 0,028
X X X X
47,26 47,96 0,027 0,027

+3,486 40,952 +0,025 +0,0010

A Tabela 7 mostra a média dos pe
sos corporais dos animals tratados e controle - sacrifi
cados com 15 dias de vida pds-natal. Pela analise desta
Tabela observou-se gqug © grupe controle apresentou um
pesc corporal maior (26,64 g £ 1,715) quando comparado
ao tratado (21,% g + 6,850). J& o pefo ventricular des-
tes animais apresentou-se diferente, pois nos controles
foi de 96,82 mg {+ 6,059) enquanto nos tratados foi de
107,1 mg {+ 13,831}, ou seja, os animais tratados apre-
sentaram O peso -ventricﬁlatﬁ maior do gque os dos con-
trole, Com relagcao ao volume, este mostrou-se seme lhan~
te nos dois grupos, controle (0,059 ml + 6,0016) e tra-—
tados (0,051 ml + 0,0050) (Tabela 8}.
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TABELA 5 ~ Pesos corporails, médias e erro padrao das né
dias dos animais tratados e controcle, sacri-
ficados no 109 dia de vida.

Peso corporal (g) Peso corporal (g)
controle tratado
21,5 20,0
21'1 20,4
21,3 20,6
21,2 21,2
22,2 19,2
% X
21,46 20,28

+ 0,439 | + 0,742
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TABELA - Pesos e wvolumes ventriculares, médias e erro
padrfo das médias dos animais controle e tra
tados sacrificados no 109 dia de wvida.

Peso ventricular (mg) °©  Volume ventricular (ml)
controle tratado controle tratado

100,0 102,0 0,050 0,050
104,0 98,1 0,04% 0,047
104,7 160,0 0,050 0,04%
105,60 105,0 0,050 0,050
109,0 98,1 0,050 0,048
X X X X

104,54 100,64 0,049 0,048

+ 3,202 + 2,922 + 0,0004 + 06,0013




TABELA 7 - Pesos corporais, médias e erro padrio das mé
dias, dos animais tratados e controle e sa-
crificadog no 159 dia de vida.

Peso corporal {qg) Peso corporal (g)

controle : tratado

27,0 15,0

27,6 14,5

26,1 24,5

24,0 25,5

28,5 30,0

X X

26,64 ' 21,8

+ 1,715 + 6,850
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TARELA & - Pesos e volumes wventtriculares, médias e er-
ro padr8o das médias dos animals controle e
tratados sacrificados no 159 dia de wvida.

Peso ventricular (mg) Volume ventricular (ml)

controle tratado controle tratado
101,2 97,0 0,060 0,048
105,0 102,90 0,060 6,050

94,9 99,0 0,058 0,050

91,0 131,0 0,058 0,060

92,0 106,5 0,062 0,048

X X X X

96,82 107,13 0,059 0,051

+ 6,059 + 13,831 £ 0,0016 + 0,0050
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0 gfafico I mostra um comporta-—
mento diferente do peso dos ventriculos dos cofagc"ies dos
ratos controle e tratados guando se leva em conta 08
dias de sacrificio. Ao se analisar essa Figura observa-
mos gue o peso ventricular dos recém-nascidos apresen-
rou-se menor nos animais tratados do gue nos controles,
Os animais sacrificados com 5 e 10 dias de vida ja apre
sentaram um pesa_ventricular mais ou menos equivalente,
engquanto nos sacrificados com 15 dias evidenciouw-se um
pesoventriculardos tratados maior do que 0S dos contro-
los. Taie d4ifovenpac ndo se mostraram tao evidentes na
projecido grafica dos volumes ventriculares em relag3o
aos dias de sacriffcic (CGraf2), talvez pela falta de u-
ma medida mais adequada para esse volume. |

Do exposto, conclui-se que a vi
tamina A provocou nes animais tratados uma diminuigao
do peso corporal mesmo due peguena durante todo o perio

do egtudado.
Entretanto, guando se leva - en

conta © peso 4os ventriculos dos coragoes, o inverso se
torna evidente, ou seja, a vitamina A provocou uma  hi-
perplasia fibrosa: ventricular nos animais tratados a medi

da que OS mesmos aumentam de idade,






{m1)

Volume ventricular

0,060

0,050

0,040

0,030

0,020

0,010

CONTROLE [ ]
TRATADO NN

l:dia 5 dias 10 dias 15 dias

Dias de sacrificio

GRAFICO 2 - Representagao grafica dos volumes absolutos
dos ventriculos dos coragoes dos ratos con-
trole e tratados em fungao aos dias de sa-

crificio.
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3.1.2, Resultados Histo-

18gicos.

O misculo cardia~
co dos ratos controle apresentou-se histologicamente com
um aspecto .. pouco diferente de acordo com a idade es-
tudada em consegliéncia do proprio processo de desenvol=-
vimento do coragao. Nos ratos recém-nascidos as fibras
muscylares ainda nfo apresentavam uma orientagac bem de
finida (Fig.1l A e B} como a encontrada em idades mais a
vancadas, como por exemplo nos animais com 15 dias de
vida (Fig. 1 C e D}.

Nos recém-nascidos
as figuras de mitose foram bastante numercsas e o nime-
ro destas diminuiu gradativamente com ¢ aumento da ida-
de. As fibras musculares apresentaram-se mals definidas
nos animais mais velhos, bem como os nficlecs mostraram
maior uniformidade guanto a forma, tamanho e afinidade
tintorial. As estriacoes transversais do citoplasma das
miocélulas também mostraram-se mais evidentes nos ratos
com 15 dias de vida (Fig.1l D).

Ainda nos animais
controle o tecido intersticial apresentou-se continuo
com a camada subendocardica e com o epicirdio, sendo en
contrado ao redor das fibras miocardicas. O espago en-
trye as fibras apresentou—~se com dimensoes variadas :
sendo gue nos animais de idade mais avancgada esse pOde
ser melhor evidenciado. Os fibroblastos que constituem
as células mais comuns desse intersticic e os vasos san

guineos foram observados também em grande nimero.
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_ Nos animais cujas
mies receberam uma dose Unica de vitamina A no décimo
dia da gestagdo, algumas diferengas teciduais foram ob-
servadas nas diversas estruturas estudadas quando, con~
parados aos controle. Assim, um menor niimero de figuras
de mitoses foi observado nos animais recém-nascidos {
comparar Figs. 1 A e 1 E). Com relacao av aspecto estru
tural e afinidade tintorial das fibras, levando-se £m
conta o citoplasma e o niicleo, uma grande semelhanga aos
controle fol evidente (Figs. 1 E, ¥, 2 A, B, C e D), mas
a largura das fibras fol sempre menor nos tratados. Ja
o espago intersticial, aumentou com.a idade do -animal

em maior proporcac, do gue o dos ratos controle.



PIGURA I ~ (A)

(B)

{C)

(D)

Rato tratado de 5 dias de wvida.
Miocardio. Observa-se ainda uma desorga-
nizacdo quanto a orientagdo das fibras.
HE. 480 X

Rato tratado de 5 dias de vida.

Aspecto geral do miocardio. HE 150 X

Rato tratado de 10 dias de vida. Aspec-
to geral do miocadrdic. HE. 150 X

Rato tratado de 15 dias de vida. Aspecto
geral do miocdrdio. HE. 150 X






FIGURA IT ~

(B}

{B)

(C}

(D}

(B}

{(F}

Rato controle recém~nascido. Aspecto ge-
ral do miockrdio. Observa-se grande niime

o de mitoses. HE. Aupenteo 150 ¥

Rato controle recém-nascido. Aspecto ge-
ral do miocardio. HE, 480 X

Rato controle com 15 dias de vida., Mio-
cardio normal, j& apresentando uma ori-
entacio definida das fibras musculares.
HE. 150 X

Rato controle com 15 diags de vida. Mio-
cirdio. Cbserva-se uma orientagao padro
nizada das fibras e as estriagCes trans
versals destas. HE. 480 X

Rato tratadeo recém-nascido. Aspecto ge-
ral do miocirdio. Observa-se menor ni-
mero de mitose do que nos controle.

HE ., 150 X

Rato tratado recém-nascido. Aspecto ge-
ral do miccardio. HE., 480 X
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3.2. RESULTADCS MORFOMETRICOS

3,2.1. Té&cnica de CHALRLEY

Na Tabela 9 estdo ex
pressos os valores percentuais e as médias das estrutu

ras escolhidas,isto &, citoplasma e niicleo das fibras
musculares e tecido intersticial, do miocérdie ventri-
cular dos animais controle e tratados ( animais cujas
maes foram injetadas com 30,000 UI de vitamina A no 48
cimo dia de gestagao) , sacrificados no 19 dia de vida.

Estes valores estao representados graficamente no Gré~
fico 3.

TABELA 9 - Valores percentuais, médias destes valores
e erro padrac das médias de citoplasma, nii~
cleo e intersticio ventricular do miocardio
ventricular dos ratos controle e tratados,
sacrificados no 19 dia de wvida.

Citoplasma . Ncleo _ Intersticio
C T . c T C T
73,9 71,4 i8,0 12,3 8,1 9,3
72,0 76,9 18,9 18,4 9,1 10,7
71,1 7G,6 isg,6 19,8 9,3 9,8
73,0 69,9 18,0 20,0 9,0 10,1
73,3 71,3 18,4 19,2 8,3 3,5
74,0 64,1 17,2 18,7 8,8 16,2
69,9 64,0 17,3 20,2 12,8 15,8
74,0 65,7 17,6 20,7 8,4 13,6
74,6 65,2 18,6 19,6 6,8 15,2
72,8 67,2 20,5 18,1 6,7 14,7
75,3 68,2 17,8 17,4 6,9 14,4
73,8 68,7 19,6 17,1 6,6 14,2
72,6 62,2 18,1 17,8 9,3 14,0
74,6 66,3 20,0 20,7 5,4 13,0
76,1 70,0 18,6 19,6 5,73 10,4

X X X X by X
73,40 68,11 18,54 18,16 8,05 12,72

(+1,59) (+2,58)  (£0,99)  (+1,14)(+1,88) (22,47
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Analisando-se a Tabela 9 wveri-
ficou-se que para o citoplasma da fibra muscular, foram
obtidos os valores percentuais médios iguais‘a 73,40
( + 1,59) para os controles e 68,11 (+ 2,58} para os
tratados. Quando da analise de variancia apOs transfor-
magao angular ( Tabela 13) verificouwse uma diferenca
estatisticamente significante entre os.valores dos ani-
mais controle em relacao acs tratados.

Observando-se os valores percen
tuais médios para os nacleds, verificou-se nio haver di
ferenga entre esses valores para ambos os grupos de ani
mais estudados, isto &, 18,54 {+ 0,99) para os controle
e 19,16 (+ 1,14) para os tratados. A analise de varian-
cia comprovou este fato. (Tabela 13).

Para o tecido intersticial, a
diferenca dos valores médios obtidos para os animais con
trole (8,05 + 1,88} e tratados (12,72 + 2,47)apresentou
diferenca estatisticamente significante apds a aplica-
gao da anadlise de variancia.

A vitamina A provocou uma dimi-
nuigdo relativa no citoplasma e um aumento de tecido in
tersticial nos animais tratados guando comparados aos
animais controle,

Na tabela 10, acham-se expres;
sos os valores percentuais e as médias das estruturas
astudadas do miocardio ventricular dos animals contro-
e . e tratados, sacrificados com 5 dias de vida, obti-
dos com o emprego da Técnica de CHALKLEY (1943).No:gra-
fico 4 estao representados graficamente estes valores.

Apdg a anilise desta tabela
verificou-se que os valores para citoplasma continuaram
ainda diferentes (71,48 + 2,82 para os controle e 66,70
+ 1,84 para os tratados), comoc também os do intersticio
(4,88 + 1,21 para os controle e 14,22 + 0,87 nos trata-
dos) . Nestes animais observou-se ainda, com relagao aos
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nicleos das fibras uma pequena di ferenga entre os valo-
res. Apds a analise de varidncia as diferencas entre os
valores de todas as estruturas estudadas foram estatis-
ticamente significantes, mesmo para os nficleos das fi-
bras musculares. (Tabela 14)

A vitamina A além de provocar u
ma diminuicao do citoplasma e aumento do intersticio ,
parece ter provocado também um desarranjo na estrutura
nuclear desse grupo de animais, 03 guais se apresentaran
menores quando comparados com 08 animais controle.’

.TABELA 10 ~ Valores percentuals, médias destes valores
e erro padrao das médias de citoplasma, ni-
cleo e intersticio do miocirdio ventricular
dos ratos controle e tratadeos sacrificados
ne 59 dia de vida.

Citoplasma Niicleo Intersticio
C T C T C T
74,1 63,8 21,1 21,0 4,8 15,2
71,8 66,4 24,5 19,2 3,7 14,4
68,2 66,8 27,6 20,4 4,2 12,8
74,3 68,6 20,9 17,2 4,8 14,2
69,0 67,9 24,1 17,6 6,9 | 14,5
X X X X X X
71,48 66,70 23,604 19,08 4,88 14,22

(+2,82)  (+1,84) (+2,76) (+1,67) (+1,21) (+0,87)
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Os valores percentuais e as mé
dias das estruturas escolhidas, citoplasma, nficleo e
tecido intersticial dos ventriculos dos coragoes dos a
nimais controle e tratados, sacrificados com 10 dias de
vida, obtidos com o emprego da Técnica de CHALKLEY
(1943) , estao expressos na Tabela 11 e graficamente no
Grafico 5.

Analisando-se essa tabela veri
ficou-se que 0s animais tratados apresentaram valores
percentuais iguais a 60,46 (+ 4,20) para citoplasma |,
18,00 (+ 0,81) para o niicleo e 21,54 (+ 4,55) para o
tecido intersticial, engquanto gue os animais controle
apresentaram para essas mesmas estruturas, os seguintes
percentuais: 74,82 (+ 1,28), 19,02 (+ 0,51) e 6,28
{+ 0,72} respectivamente. Quando se aplicou a anlise
de variancia, verificou-se que entre os dois grupes de
animais estudados o citoplasma da fibra muscular e v}
tecido intersticial mostraram-se estatisticamente dife
rentes, enguanto os valores nucleares nao foram signi-

ficantes (Tabela 15).

| A vitamina A provocou  nestes
animais uma diminui¢ao do citoplasma e um aumento  do
intersticio do miocirdio ventricular gquando comparados

ans animails controle,



- 41 -

TABELA 11 - Valores percentuals, médias destes valores
e erro padrao das médias de citoplasma, nii
cleoc e intersticio do miocardio * ventiicu-~
lar dos ratos controle e tratados sacrifi-
cados no 109 dia de vida.

Citoplasma Nicleo Intersticio

C T e T C T
72,6 65,8 19,8 18,6 7,6 15,6

75,9 63,7 18,7 18,3 6,0 18,0

75,2 59,7 19,3 l?,4 5,5 22,9

75,4 56,0 18,6 18,8 6;0 25,2

75,0 57,1 18,7 16,9 6,3 26,0

X X X % % X
74,82 60,46 19,02 18,00 6,28 21,54

(+1,28)  (+4,20) (#0,51) (+0,81) (#0,79)  (44,55)

¢ - Controle
T o~ Tratado



42 =

Na Tabela 12 acham-se exXpressos

os valores percentuais e as médias das estruturas estu~

dadas do miocardio ventricular dos animais controle e

tratados sacrificados com 15 dias de vida. A projeqac

grafica desses valores estA representada no Grafico 6.

TABELA 12 — Valores percentuais, médias destes valores

e errc padraoc das médias de citoplasma, ni-

cleo e intersticio do miocdrdio ventricular

dos ratos controle e tratados sacrificados

no 159 dia de vidsa.

Citoplasma Nucleo Intersticic

C T C T C T
75,8 62,1 19,7 17,4 4,5 20,5
72,7 88,2 18,6 18,2 8,7 23,6
75,2 56,8 19,3 16,8 5,5 26,4
75,0 60,3 18,7 15,5 6,3 24,2
75,0 57,4 18,6 13,5 6,4 29,1

X X X X X X
74,74 58,96 18,98 16,28 6,28 24,76
(+1,19) (42,20} {(+0,50)

(+1,84) (+1,55) (+3,21)

¢ - Controle
T -~ Tratado
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Da sua analise verificou-se ha
ver neste periodo, diferengas estatisticamente signifi
cantes nos percentuais obtides para os animais trata-
dos e para os animais controle apenas no que se refere
ac tecido intersticial (24,76 + 3,21 e 6,28 + 1,55 res
pectivamente). Com relagao aos constituintes das  fi-
bras musculares ou seja, citoplasma e ncleo, os valo~
res percentuais mostraram—se maiores para o clitoplasma
dos controles (74,74 + 1,19) em relagao aos tratados
(58,96 + 2,20} e semelhantes para o nlicleo ' (18,98 '+
- 0,50) para os controles e 16,28 + 1,84 para os trata
dos.

Esse fato foi comprovado guan-
do da aplicagBo da andlise de vari2ncia (Tabela 16).

Nesses animais a vitamina A
provocou a nivel ventricular uma diminuigao do citeplas
ma e um aumento do- tecido intersticial guando comparado
aos animais controle. Do gque foi exposto conclui-se que
as fibras musculares dos ventriculos deo coragao dos a-
nimais tratados apresentaram um desenvolvimento menox
em todo ¢ periodo estudado, enquanto o tecido intersti
cial aumentou progressivamente até o final do periodo
experimental em decorréncia da agao da vitamina A du-
rante a vida intra-uterina. '



TABELA 13 - Anadlise de variancia dos angulos correspon-

dentes as percentagens do citoplasma, ni-

cleo e intersticio do miocardio ventricular

dos ratos controle e tratados, sacrificados

com 1 dia de vida. Valores de ¥.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variacao quadrados. liberdade médio F
Citoplasma
Entre grupos 88,39 1 88,39 42,50%
Erro 58,23 28 5,24
Total 146,62 29
Nicleo
Entre grupos 1,49 1 1,49 2 41N.S
’
Brro . . 17,31 28 Gg,67
Total 18,80 29
Intersticio
Entre dgrupos 148,22 1 148,22 34 0%
Erro 118,78 28 9,54 ’
Total 267,00 29

% = gignificativo ao nivel de 0,01, valor critico de

F = 7,64

N.S. = nao significante
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TABELA 14 - Anadlise de variancia dos angulos correspon-

dentes &s percentagens do citoplasma, ni=-

cleo e intersticio do miocardio ventricular

dos ratos controle e tratados, sacrificados

com 5 dias de vida.

Valores de F,

Fonte de Soma dos Graus de  Quadrado
variagao guadrados  liberdade médio F
Citoplasma
1 22,18
Entre grupos 22,20 ’ 9,989%
Erro 38,77 28 4,99
Total 61,97 29
NGcleo
Entre grupos 25,25 1 25,25 4p,22%
Erro 19,75 28 5,63
Total 45,00 29
intersticio
Entre grupos 223,49 1 223,43 150,57
Erro 11,87 28 29,42
29

Total : 235,38

* = gignificative ao nivel de 0,05,valor critico de

F o= 4,20
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TABELA 15 - AnAlise de vari@ncia dos &angulos correspon-

dentes 3s percentagens do citoplasma, na-

cleo e intersticio do miocardio ventricular

dos ratos controle e tratados, sacrificados

com 10 ﬁias de vida. Valores de ¥.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variagao quadrados liberdade médio F
Citoplasma
Entre grupos 194,92 1 194,92 . x
57,13
Erxro 27,29 28 ' 27,78
Total 222,21 29
Nlhcleo
Entre grupos i,11 1 _ 1,11 N.S
__ 3,67
Erro 2,41 28 G, 44
Total 3,52 29
Intersticio
Entre grupos 426,24 1 426,24 75,61
Erro 45,10 28 59,92
Total 471,34 29

* = gignificativo ac nivel de 0,01, valor critico de

F = 7,64

N.S. = nao significativo
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TABELA 16 -~ AnAlise de variancia dos &@ngulos correspon-—

~ecom 15 dias de wvida. Valores de F.

dentes 8s percentagens do citoplasma,  ni-

cleo e intersticio do miocirdio ventricular

dos ratos controle e tratados, sacrificados

Fonte de Soma: ‘dos Graus de Quadrado
variagao gquadrados liberdade médio F
Citoplasma
Entre grupos 233,60 1 233,60 507 47%
Erro 9,00 28 30,32 ’
Total 242,60 29
Nicleo
Entre grupos 8,03 1 8,03 7 19N.S
[
Erro 8,94 28 2,12
Total 16,97 29
Intersticio
Entre grupos 590,77 1 580,77 151,06 %
Exrro 31,28 28 77,75
Total 622,05 29

* = gignificativo ao nivel de 0,01, valor critico de

o= 7,64

N.S. = ndo significativo
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CONTROLE ||
TRATADO NN

N

CITCPLASMA

NOCLEO INTERSTECIO

GRAFICO 3 = MAdia dos valores correspondentes & percentagens

de citoplasma, nficleo e intersticic do miocardio
ventricular dos ratos controle e tratados, sacri-

ficados no 19 dia de wvida.
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Controle [::]
Tratado

\

CITOPLASMA NUOCLED INTERSTICTO

GRAFICO 4 - Médias dos valores correspondentes a
percentagens de citcplasma, nficleo e
interstfcio do miocadrdio ventricular
dos ratos controle e tratados, sacri

ficados no 59 dia de wvida.
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Controle [::]
Tratado '

CITOPLASMA NOCLEO INTERSTICTIO

GRAFICO 5 - MEdias dos valores correspondentes &
percentagens de citoplasna, nilclec e
intersticio do miocirdio wventricular
dos ratos controle e tratados,sacri-

ficadog no 109 dia de vida.
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Controle E::j
Tratado NN |

80 -

60

40

CTTOPLASMA NUCLEC TINTERSTICIO

GRAFICO 6 - Médias dos valores correspondentes a
percentagens de citoplasma, niicleo e
intersticioc do miocardio ventricular
dos ratos controle e tratados, sacri

ficados no 159 dia de vida.
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3.2.2, Cariometria

Analisande-se a Tabela
2), verificou~se que os volumes nucleares das fibras
musculares dos ventriculos dos coragoes de ratos emcu
jas maes foram injetadas ° ~ uma dose Unica de vitami-
na A no décimo dia de gestagao e sacrificados com 1
dia de vida foram menores (62,71 pm®%+ 18,41)do gue os
animais controle (113,72um’+ 10,77) . E na Tabela 17
observou-gse que a malor percentagem de wvolumes nuclea-
res dos animais tratados estava entre os valores50}—~
100 (53,3%) e gque a dos animais contrcle 43 se encon -
travam no intervalc 100 }~— 150 (41,5%). Para confirma
¢ao destes dados, foi construldo com o auxilio de uma
régua 1ogaritmica,'um histograma (Grafico 7), onde esta
representada a distribuigao de freqliéncia dos volumes
nucleares absolutos das fibras musculares do miocdrdio
ventricular dos animails-sacrificados com 1 dia de wvida
pds-natal. Pela andlise desta Figura observou-se um
desvio para a esquerda da mediana nos animais tratados,
fato este que foi confirmado quando da aplicagao do tes
te da mediana. Considerando-se o guadro abaixo:

Grupo controle Grupo tratado Total
Valores menores
que a mediana i71 G45 1116
Valores iguais ou
maiores que a media 1329 555 1884
1na
Total 1500 1500 3000
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obteve-se um x? de valor 426,29 que, quando comparado
com o y° tabelado de valor 3,84, levou a rejeigdo dahi
potese de que os valores fossem iguais.

Com relacac aos volumes nuclea~
res das fibras do miocirdio ventricular dos animais
controle e tratados com 5 dias de vida, foi verificado
pela andlise da Tabela 22 gue nos animais tratados os
volumes nucleares apresentaram-se com resultado seme-
lhante ao caso anterior, ou seja, menores (43,65um? +
2,80) que os dos animais controle (114,39pm®+ 12,30) ,
tal fato foi confirmade quando se analisou a Tabela 18,
uma vez que a malor percentagem de wolumes nucleares
nos animais tratados estava entre os valores 0 — 50

(73,%) , enquanto que a maior percentagem de volumes nu
cleares nos animals controle estava entre os valores
100 F—w 150 (47,8%), Esta diferenga foi bastante evi-
denclada pela andlise do Gréafico '8 onde estdc represen
tadas as distribuig¢tes de freqgliéncia dos volumes nucle
ares nos animals controle e tratados, onde cbservou-se
um deslocamento para a esquerda da mediana dos animais
tratados. Esse desvico fol confirmado quando da aplica-
¢Zo do teste da mediana. Considerando-se o guadro abai

%03
Grupo controie Grupo tratado Total
Valores menores _
gue a mediana 5 473 500
Valores iguais ou
malores que a me- 475 27 500

diana

Total 500 500 1000
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obteve-se um ¥° de wvalor 796,05 que, guando .comparado
com o ¥? tabelado de valor 3,84, levou a rejeicio da
hipotese que os valores fossem iguais. ‘

Analisando-se a Tabela 23, ve~
rificou-se que os volumes nucleares das fibras muscula
res do miocardio ventricular dos animais tratados e

..., sacrificados com 10 dias de vida foram meno-
res ( 39,15 ym® + 3,03) gue os dos . animais . controle
(100,94 un® + 5,25). Na Tabela 19 este fato mostrou-se
evidente, pois a maior percentagem de volumes nuclea -
res daqueles animals tratados estava entre os valores
0 b~ 50 (81,8%), enguanto nos controle a maior freqiién
tia se mostrou no intervalo de classe 50 Fw— 1800 (s
52,6%) .

O Grafico 8- onde estd repre~
sentado o histograma de fregliéncia dos volumes nuclea-
res dos animais acima mencionados, mostrou um deslocaw-
mento a esquerda da mediana nos animais tratados em re
lacao aos controle:,o qual foi confirmado guando da a~-
plicacado do teste da mediana. Considerando-se os dados

constantes no quadro abaixo:

‘Grupo controle Grupo tratado Total
Valores menocres
que a mediana 17 473 490
Valores iguais
ou malores que a 483 27 510
mediana
Total 500 500 1000
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obteve~se um x* no valor de 828,43 que, quando compara-
do ao x° tabelado, de valor 3,84, levou rejeicdo da hi-
potese H -

Os animals sacrificados com 15
dias de vida, cujas maes receberam uma Gnica dose de vi
tamina A, mostraram-se ainda COm.OS volumes = nucleares
das fibras musculares do miocardio ventricular diferen-
tes (Tabela 24), (37,56 um’+ 6,86) nos tratados e
(81,63 um*+ 10,99) nos animais controle. Na Tabela 20
foram confirmados estes dados, onde se cbservou gque a
maior percentagem de volumes nucleares dos animais tra-
tados estava entre os valores 0 p— 50 ( 80,2%), valo-
res estes que se assemelham aos grupos anteriores, en-
guanto os controle apresentaram a maior percentagem en-
tre os valores 50 p~— 100 ( 74,6 %).

Analisando-se ¢ Grafico 10, on-
de estd representado ¢ histograma de freqgfiéncia dos va-
lores nucleares relativos a este Gltimo grupo observou-
gse ainda um desvio a esquerda da mediana para os trata-
dos o gual foi confirmado quando da aplicagaoc do teste
da mediana. Considerando-se os dados constantes no qua-
dro abaixo, obteve~se um ¥°? no valor de 592,38, que
gquando comparado ac ¥° tabelado, de valor 3,84, levou a
rejeigao da possibilidade desses valores serem semelhan

tes.,

Grupe controle | Grupe tratado Total

Valores menores

que a mediana 20 401 421

Valores iguais ou
majores que a me- 480 949 579
diana

Total 500 500 \ 1600
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Baseado nestes resultados pode-
se concluir gue a injec¢ao de uma Gnica dose de vitami-
na A em uma rata no décimo dia de gestagao, provocou
nos filhotes, mals especificamente, nas fibras do mio~
cArdio ventricular, um menor crescimento volumétrico nu
clear guando comparados aos animais controle. Essa di-
ferenga de valores absolutos do volume nuclear mostrou-
ge evidente tanto em ratos recém-nascidos quanto nague
les sacrificados durante a lactagao no 59, 109 e 159
dia de wvida.
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TABELA 17 - Nimero de ntcleos das fibras musculares
ventriculares dos coragOes de ratos con

t+role e tratados, sacrificadeos no ledia

de vida.

Intervalo de Niumero de nit  Fregllencia Numero de Freqléncia
‘classe (wna) cleos ~ Relativa nucleos Relativa
controle . tratados
0b— 50 40 2,7 559 37,3

50 e 100 554 37,0 799 53,3
100 p— 150 622 41,5 126 8,4
150 p— 200 230 15,4 15 1,0
200 F— 250 41 2,7 - -
250 b= 300 9 0,5 - -

300 p— 350 4 0,2 - -

1500 1008 1500 1003
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TARELA 18 - Nimero de niicleos das fibras musculares

ventriculares dos coragGes de ratos con

trole e tratados, sacrificados no 5% dia

de vida.

500

intervalo de Nimero de nii FreqlEncia Nimero de ni Freqllencia
classe (,pms)' cleos contrg Relativa cleos tratas Relativa
e . dos

0p— 50 1 0,2 365 73,0
50 j-— 100 159 31,8 134 26,8
100 f— 150 239 47,8 1 0,2
150 p— 200 83 16,6 - -
200 b 250 15 3,0 - -
250 f 300 3 0,6 - -
300 p— 350 - - - -
100% 500 100%




TABELA 19 -~

- 59 .

Nimero de niicleos das fibras musculares

ventriculares dos coragoes de ratos con

tvole e tratados, sacrificados no 109
dia de vida.,
Intervalo de Numero de ni Fregllencia Nimero de nii Freqléncia
¢classe (ym®) cleos con- Relativa cleps trata~ Relativa
trole dos
0 p~— 50 3 0,6 409 81,8
50 b— 100 263 52,6 91 18,2
100 — 150 189 37,8 - -
150 b— 200 43 8,6 - -
200 p— 250 2 0,4 - -
250 b— 300 - - - -~
300 b 350 - - - -
500 100% 500 1060%
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TARELA 20 ~ Nimero de niicleos das fibras musculares

ventriculares dos coragoes de ratos con
trole e tratados, sacrificados no 159
dia de vida.

Intervalo de

Nomero de no Freqlencia Numero de nlt  Freqlléncia

classe (um’) cleos contro Relativa cleosg trata~ Relativa
e . dos
0 b 50 20 4,0 401 80,2
50 f— 100 373 74,6 99 19,8
100 f 150 101 20,2 - -
150 p— 200 6 1,2 - -

- - — —

- — — —

500 100% 500 100%
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TARFLA 21 - Médias e erro padrac das médias dos volumes
nucleares das fibras musculares cardfacas
dos ventriculos em micrometros cibicos, dos
animais controle e tratados, sacrificados

no 1¢ dia de vida.

Controle .. . . .. . .. ~Tratado
102,20 89,45
99,97 86,20
113,28 85,26
103,42 75,13
120,37 54,94
133,37 \ 47,76
106,12 53,24
103,05 L 48,65
128,24 48,53
129,64 60,03
121,64 | 58,92
116,23 44,22
109,35 41,65
107,64 50,82
111,33 95,86
X X
113,72 62,71

(+ 10,77) . {+ 18,41)




- 62 -

TABELA 22 -~ M2dias e erro padrao das médias dos volu-
mes nucleares das fibras musculares cardl
acas dos ventriculos, em micrometros cibi
cos, dos animails controle e tratadossacri
ficados no 59 dia de vida.

Controle Tratado .
132,66 45,79
111,33 44,84
100,00 - 44,19
119,25 44,72
108,73 38,75

X %
114,39 43,65

(¥ 12,30) (+ 2,80)
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TABELA 23 - M8dias e erro padraoc das médias dos volu
mes nucleares das fibras musculares car
dfacas dos ventriculos, em micrometros
clibicos, dos animais controlee tratados,

sacrificados no 109 dia de vida.

Controle Tratado
162,27 _ 43,05
91,87 41,78
105,00 36,74
104,07 37,61
101,53 36,57
X X
100,94 39,15

(+ 5,25) (+ 3,03)
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TABELA 24 - M8dias e erro padrao das médias dos volu-
mes nucleares das fibras musculares cardl
acas dos ventrxculos, em micrometros clbi
cos, dos animais controle e tratados sacri
fieados no 15¢ dia de vida.

Controle Tratado
65,47 45,03
83,21 36,79
85,65 41,38
95,52 37,81
78,30 ' 26,73

X X
81,63 37,56

(+ 10,99) | (+ 6,86)




Freglidncia absoluta

Tratado
3004
250
200+
2
50
U ) u by P'lv.
0 } [ e i ]
50 100 200 300
i Controle
200+
]
150 -
100+
-
50+
LU
OW—NFH 1 H I ]
50 100 200 300

Volume nuclear absoluto (um®)



'Freqliéncia absoluta

Tratado

200

100

50
0
20
100
Controle

20

— 6‘6 ——

50 ' 100 200 300

50 100 200 300

Volume nuclear absoluto {(um®)



Freqliéncia absocluta

150

100

50

100

50

Tratado

20. 50 100 200 3
Controle
-
.
1
L
]

20 50 100 200

VYolume nuclear absoluto um?)



Frergfiéncia absoluta

- HE =

150,

100

50

20 50 100 ' 200 300
1503 Controle

100 =

50+

20 50 ' 100 200 300

Volume nuclear absoluto (um?)



4, DISCUSSAQ



"78 -

As conseqgifiéncias do excesso ou
da deficiénecia de vitamina A em periodos criticos dode
gsenvolvimento embrionirio sao traduzidas por malforma-
¢oes caracteristicas, Estes perfodos foram depominados
"perfodos teratogénicos” por GIROUD (1963).

O primeiro autor a descrever
gque a carfncia maternal de vitamina A era teratogénica
foi HALE {1935). Este autor cbservou em suinos, malfor
macbes como fenda palatina, 18bio leporino, microoftal
mia e rins com formato de ferradura. Estas mesmas alte
racdes foram observadas no embrizo do rato por WILSON &
WARKANY (1948} e ROUX & cols. (1962) .

GIROUD & cols., (1958)(1959), de
monstraram que a administracao de doses excessivas de

vitamina A em ratas gravidas provocaram a formagao de
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erbrides com hidronefroses, abaulamento aﬁormal do ure-
ter e aplasia da bexiga . Em 1959, GIROUD & MARTINET |,
descreveram malformagdes e abortos em grande percentagem
guando da administracac de doses excessivas de vitamina
A em coelhas gravidas. Estas malformacOes eram traduzi-
das por: atrofia dos wmembros com reducao do nfimero de
dedos, estreitamento da face, prognatismo, hemorragias
oculares, deslocamento de retina e fibrose do humor vi-
treo.

MARIN-PADILHA & FERM (1965) de-
monstraram gque uma tnica dose de 20.000 UI de retinol
administrada intraperitonealmente entre o 59 e o 119 dia
de gravidez de hamsters gravidas produziam embrides qﬁe
também eram portadores de malformacbes como: anencefa-
lia, anopia, hipoplasia das Orbitas, espinha bifida, la
bio leporino, malformacOes de membros e presencas de
hérnias.

Segundo MARIN-PADILHA (1966) em
ratas gravidas, os efeltos da vitamina A comecam a  se
manifestar 6 horas depois da administragido da droga. Se
o embrijo acharw-se num perfodo de desenvolvimento criti
co teremos profundas modificacoes estruturais traduzi-
das inicialmente por um aumento do espago intercelular,
aumento de 1Iguido e dilatagado dos sinuséides, atingin-
do o enbriao na seguinte ordem: mesoderma cef&lico, me~
soderma axial nac segmentado e mesoderma para—axial. De
acordo com esse autor, as alteragdes iniciais concorrem
para a degeneracac mesodérmica, que conseglientemente dei
xa desprotegido o tubo neural, que se degenera e induz
malformagOes . Estas malformagoes, sao consegligncias de
alteracbes das membranas celulares, de modificagoes da
estrutura fisico-guimica das células, de desequilibrios
metabdlicos ¢ de modificagbes da atividade enzimitica .
| Em nosso material, nao fol ob-

servado malformagdes visiveis nem reabsorgdes de embri-
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oes, Os animais apresentaram uma postura normal, apeti-
te e desenvolvimento corporal semelhante aos dos animais
controle. O nao aparecimento de malformacdes  visiveis
poderia ser devido a dois fatores: em primeiro lugar, a
vitamina utilizada foi em forma de palmitato que apre-—

senta uma menor atividade do que o retincl por  MARIN=-
PADILHA & FERM (1965} e em segundo lugar, o dia do pe-
riodo de gravidez em que foil administrada a droga, bem

como a dose utilizada. Em experimentos anteriores, quan

da da utilizapdo de doses mals elevadas, pdde-se obser-
var uma intensa reabsorcac fetal, presenca de exoftalmi
a, auséncia da boca e da coluna vertebral, Da dose por
nés utilizada resultou somente animais normails ao pri-
meiro contato, porém com peso corporal menor do que o©
peso dos animais controle. Esta alteracac ponderal per-
sistiu durante todo o expetimento.

Un fato gue explicaria o baixo
peso poderia ser devido & redugac na ingest@o de alimen
tos pela mie em conseqfidncia da diminuigao de apetite
apés a injegﬁo de vitamina A, tendo IUCIF & cols. . (1972)
demonstrado que animais hipervitamindticos apresentavan
una diminuigas do volume do_estémago, portanto ingeriam
menor gquantidade de alimentos, fato gque comprometia a
nutricdo dos fetos. Bssoclado a este item poder-sé-ia
também levar em conta a maior eliminagac de urina pela
rata como fol demonstrado por PETENUSCI & cols. (1978}

em ratos com hipervitaminose A. A perda de agua cada
vez mais constante pela mae e a maior excregdo de ' pro-
teina pela urina poderia também ser responsiavel pelo

baixo peso dos filhotes ao nascimento.

Ja, o peso ventyxicular nao a-
companiiou ¢ peso corxporal dos animais, pols apesar do
peso ventricular médio dos animais controle recém-nasci
dos, ser maior (27,95 myg) do que os tratados (20,50mg),
ne final do experimento, ou seja, aos 15 dias, ©s pesos
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ventriculares foram maiores nos tratados (170,10 mg) do
que o dos controle (96,82 mg), Este fato sugere uma hi-
pérplasia do ventriculo do coragao dos ratos = tratados
provocados pela vitamina A,

Histologicamente, os ventricu-
los dos coragoes dos animais cujas maes receberam vita-
mina A no décimo dia de gestagao apresentaram  diferen-
cas estruturais representadas por diminuicaoe do niimero
de figquras de mitoses nos recém-nascidos, fibras muscu-
lares mais delgadas com estriagoes transversais ndo t&o
evidentes como nos controle e o tecido intersticial au-
mentou conslderavelmente entre as fibras {Figuras 3 E ,
3F, 44, B, Ce D}, Este fato sugere'que a vitamina A
teria provocado uma proliferagao de fibras colagenas no
miocdrdio ventricular desses animais. Esta proliferacao
de fibras coligenas poderia explicar o aumento de peso
ventricular observado nos varios periodos estudados.

0s nossos resultados = morfomé-
tricos confirmaram os achados histoldgicos, umavez que
os resultados obtidos com o emprego da . Técnica de
CHALKLEY (1943} revelaram gue a vitamina A provocou uma
diminuigdc do citoplasma das fibras musculares cardia-
cas e um aumento do tecido intersticial, guando compara
dos aos regsultados dos animais controle (vide Tabelas 9,
10, 11 e 12 e Figuras 5, 6, 7 e 8},

Os niicleos das fibras muscula-
res foram avaliados morfometricamente com o emprego da
cariometria, guando se cobservou gque o5 volumes nuclea-
ves dog ratos tratados eram menoreg que o8 dos contro-
le em todos os periodos experimentais,

Uma explicagac razoavel que
esclarece o fendmeno da diminuigao percentual do ¢ito-
plasma das fibras, obtido pela técnica de = CHALKLEY
{1943}, poderia ser considerada, como resultante da

agho direta da vitamina A nas membranas dos mioblastos
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durante o desenvolvimento intra-uterino, pois a analise
histoldgica mostrou uma diminuicao das mitoses, © que
certamente ocorreu pela degeneragac de grande nimero da
gquelas células. Existem evidéncias de que a vitamina A,
em excesso, causa um aumento da permeabilidade das menm-
‘branas da célula, incluindo as organelas (FELL & cols;
1962) . O aumento da permeabilidade da membrana liscosso-
mal, promove o seu rompimento liberando enzimas digesti
vas hidroliticas al centidas, as guais destruiriam a
célula (GLICK & KERR, 1968). Segundo APPELMANS & DEDUVE
(1961) & DINGLE (1961} a liberacao das enzimas lisosso-
mais dependem em muito da concentragao de vitamina A.

Sabe-se que a Vitamina A€ mobili
zada do figado e levada aos tecidos por meio de um sis-
tema ‘de transporte altanmente regulado. Este gistema en-
volye 2 protelinas plasmdticas: a proteina ligada ao re-
tinol {RBP} & a pré-—albumina, A vitamina A circula no
- plasma normalmente na forma de retinol especialmente 1i
gada a RBP, que por outro lado, forma um complexo pro-
teina~proteina com a pré~albumina. Estas proteinas ser-
vem, entao, para transportar a vitamina A do figado pa-
ra as membranas.

_ Os casos de alteragbes  teci~
duais por-efeito da vitamina A parecem ocorrer "in vivo",
somente guando o nivel de vitamina A no organismo &
tal, gue o retinol comega a ciyxcular no plasma e atin-
gir as membranas numa outra forma'que aguela ligada a
RBP. MALLIA &cols. . (1975) estudando ratos submetidos a
doses excessivas de vitamina A, verificaram que o nivel
de RBP estava reduzido significativamente e que a maior
parte da vitamina A circulava no plasma, como  esteres
do retinol, asscociado a lipoproteinas de peguena densi- -
dade, Desta maneira a liberacfio desregulada e nao especi
fica de vitamina A até os tecidos levaria a toxicidade.

Tais fatos receberam apoio no estudo sobre o transporte
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de vitamina A em humanos, realizado por SMITH & GOODMAN
(1976) . A possivel agdo direta da vitamina A sobre os
mioblastos e fibras do coragdo em desenvolvimento rece
be apoio nos trabalhos de STREBEL &cols.,(1969), os
quais trabalhando com o coragac de ratos adultos, ob-
servaram que a administracado oral de vitamina A sob a
forma de ester nac atuaria sobre as fibras cardiacas ,
pois uma vez absorvida pelo intestino seria transforma
da na forma alcodlica. Por outro lado, a administragao
da droga por via intraperitoneal, como a executada nes
te trébalho, possibilitaria a uma maior quantidade de
vitamina A, passar através da placenta para os fetos e
atingir o coracao destes na sua forma original de es-
ter, resultando no desencadeamento de alteragoes dege-
nerativas das membranas, incluindo lisossomos dos mio-
blastos e fibras musculares dos coragoes dos Ffetos.
Uma outra atuacac da vitamina
A sobre o8 micoblastos seria a de maneira indireta, me-
diada pela adrenal materna, pois sabe-se gue a vitami-
na A atua diretamente na fungao dessa glandula (SELYE,
1958) , Além disso, hé@ uma relagdo entre a permeabilida
de da membrana e os hormonios da glandula. A vitamina
A introduzida no organismo provocaria entfo um aumento
da permeabilidade da membrana da célula e das organe -
las (DINGLE & LUCY, 1965) e exerceria sua agaonos teci
dos da glandula adrenal (AHUJA & MISRA, 1973 , citado
em RAM & MISRA, 1975; MATHUR & cols.,1973; MISRA &
SRIVASTAVA, 1974} . Tendo em vista que a vitamina A afe
ta a estabilidade estrutural dos lisossomos { DINGLE ,
1961; FELL & DINGLE, 1963; ROELS &cols., 1969) e que
os corticosterdides por.outro lado protegem os lisosso
mos de desintegracdo (FELL & THOMAS, 1961) e gue a vi-
tamina A provocahiperplasia e hiperfungao da adrenal
mediada pela hipdfise., RBM & MISRA (1875), admitiram

que nos casos de estimulacao maxima da adrenal pela vi
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tamina A, a sintese e liberagho de corticosterdides tam
bém deveria ser mixima, vindo assim a proteger a mem~
brana dos lisossomos da agdao direta da vitamina A. En~-
tretanto a estimulagdo pela vitamina A, querpela admi-
nistragdo prolongada no rato adulto, quer pela adminis
‘tracdo de doses excessivas no rato jovem, provoca uma
diminuigdo nos niveis de colesterol e de 3cido ascérbi
co na gl&ndula adrenal e sabe-se que o fcido ascorbico
inibe a rutura da cadeia lateral do colesterol, influ-
enciando conseqglientemente a génese'dose&terSidea,Quag
do essa hiperatividade da adrenal nac fosse Proporcio-
nal &8s concentragtes séricas de vitamina A, haveria di
minui¢ao na sintese e na liberagado de adrenocorticdi -
des resultandc. na desintegracao dos lisossomos e desen
cadeando portanto processo degenerativo nos mioblastos
dos coragdes dos animais utilizados. '

Qutra explicagao razodvel pa=-
ra a diminuicao percentual de citoplasma de fibras mus
culares e consequentemente um aumento gradativo do
conjuntivo intersticial poderia basear-se avs efeitos
de catecolaminas liberadas no plasma materno, atuando
diretamente no coragao fetal em desenvolvimento. Sabe~
se gque as catecolaminas podem exercer uma agaoc destru-
tiva no miocirdio (RAAB, 1953, 1963; RONA &cols., 1959;
FERRANS & cols., 1969), sendo liberadas em conseqgiiéncia
do stress nutricional pelo qual passam as maes gue re-
ceberam vitamina A, ingerindo uma menor guantidade de
alimento, o gue poderia leva~las a uma caréncia protei
ca, PISSAIA & cols., 1980, ja haviam demonstrado em ra—
tos mal nutridos alteragoes cardiacas traduzidas pox
miccitdlise e aumento do conjuntivo no coragac. A expo
sicdo continuada durante um certo tempo dos animals em
formagao aos niveis elevados de catecolaminas, poderia
desempenhar um papel importante no desenvolvimento do
tipo tecidual caracteristico observado nos nossos ani-
mais tratados, desenvolvido durante a vida intra uterina.



5. CONCLUSOES



- 78 -

0s ventriculos dos coragdes
de ratos cujas mies receberam 30.000 UI de vitamina A
no 109 dia de gestagio e dos seus controles, foram es-
tudados histoldgica e morfometricamente, o que permitiu
a0 autor as seguintes conclusoes:

1. O peso corporal dos animais cujas maes receberam
uma Gnica dose de vitamina A no décimo dia de
gestagéo, apresentou—se menox durante os perio-
dos experimentais, em relacao aos dos animais
controle.

2. 0 peso dos ventriculos dos coragdes dos animais
tratados foi maior do que o dos animais contro-
le, sugerindo uma hipertrofia ventricular provo

cada pela vitamina A.



3.

- 1% -

A andlise histolSgica demonstrou gue os ventri
culos dos coragoes dos animais tratados apre-
sentaram diminuicBo do niimero de figuras de mi
toses, fibras musculares mais delgadas e um te
cido intersticial consideravelmente maior ,
guando comparados aos ventriculos dos animais

controle.

Os achados acima foram confirmados morfometri-
camente pela técnica de CHALKLEY (1943), a
qual demonstrou um aumento percentual do teci-
do intersticial e uma pequena diminuigao do ci
toplasma das fibras musculares, no coragao dos
animais tratados gquando comparados aos aninmais

controle.

Oz estudos morfométricos evidenciaram um volu~
me nuclear menor nos animais tratados em rela-

¢io aos animais controle.
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