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1 Introducio
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1.1 Vitamina A - Consideracbes Gerais

A vitamina A desemipenha vérias fungbes importantes no
organismao. Além de possuir uni papel csscncia'll na funcio da reting, € necessdria ao crescimento
0ssco, a reproducdo o ao desenvolvimento cmbriondrio.

Desde a antiguidade conbecia—se que a deficiéneia da
vitamina A levava & ccgucira, porém, foi com os trabalhos cxperimentais de diversos
pesquisadores, no inicio do séeulo, que se chegou a descoberta do principio vitaminico. Hopkins
(1912), McCollum ¢ Davis (1913) ¢ Osborne ¢ Mendel (1914), trabalhando isoladamenic,
obscrvaran: que animais submetidos a dietas purificadas desenvolviam uma deficiéncia nutricional
acompanhada de lesOes ocularces ¢ infeeghes recorrentes, que podiam ser corrigidas pela adiglio
de manteiga, gcmal de ovo ou Oleo de figado de bacalhau a ragdo alimentar. A extragio cifrea
destas fontcs de gordura forneccu uma substincia que foi denominada "A lpossolivel” por
McCollum ¢ Davis (1913). Postcriormente, observagbes clinicas em criancas confinadas e
instituighes confirmaram o significado da vitamina A para a sadde humana (Sommer, 1989},

A vitamina A ocorre cm tecidos animais, pordm muiies
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vegelais contém substdncias com atividade pré~vitaminica A ou carotendides (Olsson, 19895 ©
carotend ¢ uma moléeula simétrica que possui dois andis de B-ionona ligados por uma cadeis
carbonica. As substincias que apresentam cstrutura semelhante $30 compostos precursores de
vitamina A. Todavia, o termo "vitamina A" apenas ¢ usado para os derivados da B-fonona que
apresentam atividade biol6gica do todo—transretinal. As formas da vitamina A incluem o 1etinol,
o retinal o vérios retinifésteres (Bendich ¢ Langscth, 1989). Atalmente, a denominacio retindide
tem sido adotada tanto para estas formas da vitamina A, como para os andlogos sintéticos que
podem apresentar, ou ndo, a atividade do retinol (Goodman, 1980}
Apls a ingestho, os retinilésteres sofrem hidrdlise ne
intestino, liberando o retinol que ¢ rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal normal. Nas
c€lulas da mucosa intestinal, o retinol torna a reesterificar, principalmente a palmitato. Desta
forma, o éster dcido~lipidico ¢ transportado na fragio quilomicra da linfa ¢ ¢ estocado no figads
sob a forma de ¢ster palmitato. Antes de sua liberacio do figado para a circulacio, os
retiniiéstercs s30 hidrolisados a rctinol {Gorodischer, 1990). A sintesc ¢ a bidedlisc dos
refiniiéstorcs podem também se processar em tecidos extrahepdticos como 0s rins, os pulmdes
¢ testiculos (Napoli ¢ cols., 1989).

O transporie plasmidtico do retinol eavolve a formagio do
um complexo cntre o préprio retinol associado a uma proteina-ligadora de retinol (RBP) ¢
prealbumina, também conhecida como transtirctina (Blancr, 1989). Algumas vezes o hormdnio
tiroxina pode aparceer agregado ao complexo (Goodman, 1980). Os rins participam do processo
de motabolismo da vitamina A promovendo o desmembramento da transtirctina da RBFP ¢ a
posterior catdlise da RBP {Gerlach e Zile, 1990).

Existem varios sub-tipos de RBP; no fcro de porcas
gravidas fol encontrada uma RBP cuja fungdo ¢ translocar ¢ retinol para o feto, Outras RBP
podem assumir fungdes enzimdticas como: participagio no processo de reducao do retinaldeido
a retinel no intestino, ou posteriormente, na reesterificagao do retinol a retinilésteres no figado
{(Wolf, 1991).

O retinol ligado a RBP alcanga a membrana celular dos
virios 6rgdos. O retinol penctra na célula ¢ intcrage com outra proteina cspeeifica, a RBP celular

(Ong & Chytil, 1975). Wolf (1991) propbe que 0 retinol, associado a uma proteina especifica,
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alcanga o nacleo da célula, dissocia~se de seu carrcador, liga-sc 3 cromatina ¢ modula 2
cxpressdo genética, aumentando ou retardando a sintese de protefnas especificas.

Aps excrcer scus cfcitos celulares, o retinel sofre uma
glucoronidagiio ¢ uma oxidagio transformando-sc cm retinal ¢ 4cido retindico, metabdlitos
hidrossoltveis, que sdo cxcretados nas fozes © na urina. As maes que amamentam, ¢ que cstejam
alimentundo-se adequadamente, apresentam também concentragtes adeguadas de vitaming A no
colostro ¢ no leite (Gorodischer, 1990). |

A ingestdo materna de retinol levon Takahashi ¢ cols. (1977
a obscrvar, em fetos de ratos, que a vitamina A acumula~se 10 concepto cm irés fases. N
primcira fase (dias 7 ¢ 9 da gestaglo) a acumulagio da vitamina A ndo ¢ acompanhada pela
acumulagiio da RBP. Na segunda fase, hd uma correlagio entre 0 acimulo da RBP ¢ o aumento
de peso do concepto. Na terceira fase, a vitamina A acumula—se mais rapidamente que o aumento
de peso do concepto, decorrente da acumulagio no feto, em particular no figado fotal. A vitamina

A provavelmente cruza a placenta como um complexo retinol~RBP (Gorodischer, 1990),
1.2 Hipervitaminose A Fetal

Virios estudos tém demonstrado que o vitamina A transferida
durante a gestagio € nccessdria ao desenvolvimento fetal (Yassai ¢ Malck, 1989). No entanio,
quando ocorre uma ingestio de quantidades excessivas de vitamina A de forma aguda ou crdnica,
pela mde, hd uma alta prevaléncia de acidentes teratogénicos no nconato. As malformaghes
geralmente envelvem o crénio ¢ a face, incluindo 0 sistema nervoso central, o coragio ¢ o tmo
(Gorodischer, 1990), bem como o aparclho renal (Bernhardt & Dorsey, 19743,

Os primeires trabathos gue descreveram malformagBes
deovidas 3 hipervitaminose A, sdo de 1934, Chevaticr ¢ cols. j& observavam que 0 cxcesso de
vitamina A a.fctavﬁ o crescimento ¢ a sobrevida dos animais de experimentagio. Lewis ¢ Reti
(1934), trabalhando com varios preparados tdpicos ¢ orais de vitamina A (40.000 UT), observaram
sintomas cutineos como inflamacio da pele ¢ conjuntiva, perda de peso e morte. Cohlan (1953
¢ 1954), verificou nas ninhadas de ratos cujas maes que reccberam a vitamina em doses

excessivas: exencefalia, hidrocefalia, meningoocle, "sping bifida”, snormalidades oculares ¢ catarnta.
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Estas alteragbes também foram observadas por Giroud &
Martinet (1955 ¢ 19564, b) ¢ por Giroud ¢ cols. (1958). Estes autores observaram: anencefalia,
anoftalmia, microftaimia, malformagtes nas orcihas, micromelia, sindactilia, aplasia de pél pebras,
cxoftalmia ¢ fissura mediana inferior ¢ hidronefrose.

| Em 1959, Deuschic ¢ ools. descreveram, no rato recéni-
nascido, cujas mics receberam doses excessivas de vitamina A (75000 Ul ¢ 150.000 UI,
oraimente, matformagtes oculares, maxilares ¢ dentais, Mais tarde, Kalter & Deuschle (1966),
descreveram maiformagies nos olhos ¢ no conduto auditivo.

Singh & Singh (1974) ¢ Padmanabhan ¢ cols, (1981),
estudando os cfeitos da hipervitaminose A no oiho do feto de rato, verificaram malformactes tais
como: exoftaimia, catarata, microftalmia ¢ anoftalmia. Observaram, bistoldgicamente, alteraghes
degencrativas na ¢érnea, cristalino ¢ retina, cstreitamento ¢ obliteracio das cimaras anterior ¢
vitrea, além da fusio completa de varias cstruturas nos casos de microftalmia.

Os cxperimentos empregando a hipervitaminose A com o
intuito de provocar malformagOes ndo se restringiram somente a ratos ¢ camundongos, No
coctho, Giroud & Martinet (1959) obtiveram 50% de abortos ¢ grande porcentagem de
maiformaghes como: atrofia dos membros, redugiio do némero de dedos, estreitamento
transversal da face, hemorragias no cristaline, descolamento da retina ¢ fibrose do humor vitren,

No hamster, Marin-Padilla & Ferm (1965) observarm
ancpeefalia, anotia, hipoplasia das Otbitas, “spina bifida”, dcfeilos nas costelas, defeifos nos
membros ¢ hérnias. _

Os cfcitos teratogénicos da vitamina A dependem do periodo
de prenhez no qual cla ¢ administrada ¢ da dose empregada. A influéncia da vitamina A no
perfodo de prenhiez estd bem estabelecida ~ cla induz moric nos primeiros dias ¢ teratogonia no
periodo compreendido entre 0 82 ¢ 0 13° dia de prenhez do animal; periodo cste que Giroud
(1963) dcnominoﬁ de critico ou leratogénico. Em uma revisdo da literatura pertinente, Bicsalsks
(1989) rclacionou diversos trabalhos com animais onde demonstra uma séric de anomalics
rclacionadas aos valores administrados de vitamina A, Desta forma, om matos, foram verificados
as seguintes alteraghes, correspondentes as doses, durante 0 periodo compreendido entre 0 8 ¢

0 11% dia dc prenhez: malformagio do sistema nervoso central: exenecfalia (20.000 Ul ~ 60.000

1
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Ul) ¢ hidrocefalia (40.000 UI); malformagdes auditivas: no ouvido externo (200.000 Ul
malformagdes oculares: anoftalmia ¢ microftalmia (20.000 Ul - 60.000 Ul); malformacies
craniofaciais: palato fendido (60.000 UI) ¢ sindrome oculo~facial (50.000 UI); malformacées do
sistema esquelético: hipoplasia e sindactilia (200.000 UI);, malformagdes urogenitais: hidrourcte
¢ hidronefrose (50.000 UI).
Os cfeitos tcratogénicds da vitamina A ey animais durante
o perfodo pés-implantagio estio bem estabelecidos (Geelen, 1979) existindo para a espéeic
humana uma maijor conscicntizagio sobre 0 potencial embriotéxico desta vitamina ¢ de seus
derivados {(Rosa ¢ cols,, 1986). Durante o periodo de pré~implantagio, o embrido parcce ser
relativamente resistente aos cfcitos toxicos da vitamina A (Austin, 1973; Tuchmann~Du Plessis,
1975), cmbora se conhega bem pouco sobre a agdo do cxcesso de vitamina A neste perfodo
cspecifico. Adams, Hay c cols. (1961) nfo verificaram efeitos deletérios, advindos da
administragao da vitamina A em cxcesso, sobre o blastocisto ou sobre as fases subscgiientes do
descnvolvimento do coclthos. Entretanto, Morriss (1972} analisando 144 ratos recém-nascidos,
obscrvou quc'aoita deles apresentavam malformagdes do sistema nervoso central, em conseqacneia
da administracdo de doscs elevadas de vitamina A as mies, antes da implantagio embrionaria.
Estas anormalidades foram consideradas devido as alterages induzicdas nas mies, En estudo
bem recente, Pitlans ¢ cols. (1988) observaram que a administragdo de 5.000 Ul 10.000 UL
15.000 Ul ¢ 30.000 Ul do palmitato de vitamina A na sexagésima hora apds a cdpula, ndo afetou
o blastocisto de oifenta ¢ uma horas. Entretanto, nos fetos tratados com 10,000 UL ¢ 15.000 Ul
desta vitamina ¢ examinados no 182 dia de prcnhcz ocorreu exoftalmia, anoftalmia, microfialmia,
exencefalia, cxonfalia ¢ defeitos dos membros; expliciveis talvez pela persisténcia da vitamin
A na mic ou no embrido até 0 periodo de organoglnese.
A dose ¢ importante ¢ pode variar desde 50.000 Ul w¢
150.000 UL, muito cobora Giroud e cols. (1956}, afirmem que mesmeo doscs baixas, como 1000
U], ainda siio teratogénicas ¢ nio importa 0 quanto de vitamina A scja administrada, pols suz
concentragio no feto malformado € sempre duas vezes maior do que aquela encontrada nos foios
normais, Fetos de gestantes que ingeriram quantidades de vitamina A na faixa entre 18.00¢ 11
¢ 500.000 Ul, apresentaram dimorfismo facial com snormalidades nos olhos, boca ¢ ldbios ¢

mandibulas; malformag0es cardiacas; auséneia da genitilia externa; fechamento dos esfincteres



anais ¢ uretais, rins policisticos, unilaterais ou com hidronefrose (Hathcock ¢ cols,, 1990y

Estes cfeitos teratogénicos dependem ainda da forma quimica
da vitamina. Por excmplo, o retinal afcta os othos, o retinol parece cstar relacionads com o
sistema reprodutor ¢ o deido retindico afets os demals tecidos do organismo (Marks, 1 974). O
cido retindico ¢ a 'EO{ma dcida solivel da vitamina A ¢ €, provavelmente, a mais téxica das trés
formas desta vitamina (Thompson & Pitt, 1960; Thompson, 1965; Kachhar, 1967, 1973).

A tretinofna (TR) ¢ a isotretinofna (ITR) que, sio derivadas
do dcido retinbico, também sdo teratogénicas. Em ratos ¢ camundongos, a isofretinoina mostrou -
s¢ menos teratogénica que a tretinofna; sendo, no entanto, feratogénica na espécic humana om

~doses muito baixas (Rosa ¢ cols.; 1986). Trabathando com macacos, Wilson (1971) ¢ Fantel ¢

cols. (1977} obscrvaram, apds a admiaistragiio de tretinoina: microtia, hidrocefalia ¢ digformin
facial com micrognatia, além dec retardo do crescimento. Newell-Morris ¢ cols. (1980) ¢
Hendrickx ¢ cols. (1980) obscrvaram, no macaco Rhesus tratado com tretinoing, numerosas
malformacdces: microcefalia, hidrocefalia, anormalidades cranianas, hipoplasias do maxilar ¢ da
mandibula, palato fissurado, orclhas pequenas, deformadas ¢ de implantagiio baixa, exoftalmis,
coloboma, transposicio cardiovascular, cctrodactilia, sindactilia, atresia anal, amastia, hipoplasia
timica.

A isotretinoina € oito vezes mais teratogénica que o dcido
retingico no embrido de camundongo (Kochhar € cols., 1984). Com o use clinico aumentado da
isotretinoing (Accutane ® - Roche) no tratamento de desordens da pele, acne cistica refratisia,
rosdsea © nas condigbes ncopldsicas ¢ pré—ncoplasicas (Ward ¢ cols., 1984), casos de gestagdes
adversas comegaram a ser relatados (Hall, 1984; Fernhoff & Lammer, 1984; Lott e cols., 1984).
Numa revisio de Lammer ¢ cols. (1985) de 154 casos de exposicio de embrides humanos i
isotrctinodna, ficou demonstrada a teratogenicidade da droga em humanos.

Trabathando com hamsters, Schenefelt (1971) produziu
NUMErosas malforlmagﬁcs quando da administragio de tretinefna: microcefalia, espinha bifida,
encefalocele, oxencefalia, anormalidades cranianas, orclhas ausentes ¢ deformadas, ouvidos médio
¢ interno com anormalidades, cxoftalmia, microftalmia, coloboma, aorta hipoplistica,
extremidades curtas, ectrodactilia, atresias anal ¢ uterina, ai;’:m de hipoplasia do timo, rim, artéria

umbilical, tirctide, bulbos olfatdrios, onfaloctle ¢ auséneia da vesicula biliar,
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Estudando os andlogos tetralin ¢ indane tetramctilado do
dcido retindico, Howard ¢ cols. (1987) obscrvaram que tais drogas induziam o aparccimento de
vérias malformagSes em hamsters. Hasscl e cols. (1978) observaram que os retinéides contendo
um ou dois ancis aromaticos na sua cadeia lateral, cram os inibidores mais potentes da
condrogénese fetal de ratos.

Em c¢studo de Contrera (1980) administrando em ratas
prenhes uma dnica dose de 150.000 Ul de vitamina A, sob a forma de palmitato, pelas viss
digestiva ¢ intraperitoncal, observou uma gama variada de malformagdes: cxoftalmia uni ou
bilatcral com aplasia palpebral; falta de fusio ¢ mesmo auséncia dos tubdreulos auriculares
_(a”m)tia); fenda cervical, "spina bifida"; encurtamento dos membros anteriores {focomelia) o fusao
dos membros posteriores (sirenideos); agenesia de cauda; hidropsia; felos mortos ¢ roabsorgées
fetais; pele com descamacgio cxcessiva (envelhecimento fetal) © ausente om algumas regites do

cabega ¢ pescogo.
1.3  Vitamina A ¢ Rins

Um dos primeiros relatos sobre hipervitaminose A no sistema
urogenital, foi claborado por Lewis ¢ Reti (1934), onde descreveram que cstudos histol6gicos
haviam evidenciado a ocorréncia de glomerulonefrose neerdtica com focos calcificados. Ne
mesmo ane, Davies ¢ Moore também constataram um actimulo de vitamina A nos rins ¢
pulmocs, além do figado, tanto com a administragio de doses moderadas como de altas doses
de vitamina A.

Em 1933, Hale verificou que a caréneia de vitamina A
provocava, no cmbriio de porcos, uma parads na migragdo dos rins, bem como sua fusio,
dando~-ihes um aspecto de ferradura. Resultados scmelhantes foram obtidos nos embrides de ratos
por Wilson ¢ Warkﬁny (1948) ¢ por Roux, Fournier, Dupuis ¢ Dupuis (1962}, Em 1953, Wilson,
Roth ¢ Warkany obscrvaram hidroncfrose ¢ hidroureter quando doses elevadas de vitamina A
gram administradas cntre os dias 10 ¢ 15 da gestacdo, scguindo um periodo de caréncia,

Giroud, Martinet ¢ Roux, cm 1958, trabalhando com fetos

de ratos, cncontraram resultados importantes sobre a teratogenicidade da vitamina A. Og
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pesquisadores, apds a administragio de $0.000 UI de vitamina A s ratas prenhes, observaram
nos filhotes diminuigdo dos rins, com posicdo mais baixa do que os do controle. No entanto, o
cxame minucioso demonstrou que: 05 glomérulos possuiam a aparéncia normal, o que levava a
crer que fossem funcionais. A hipoplasia renal ndo era marcante ¢ as maiores difcrcngas foram
observadas nas vias excretoras. Os urcteres tinham aspecto tortuoso ¢ dilatado devido as
obliteragbes tardias do ureter enquanto a atividade secrctora do rim j4 havia comegado, Os
autores do trabalho fazem diversas consideragfes: no rato normal, 2 membrana uretral desaparece
por volta do 20° dia. Sc permancce por mais tempo, leva ao retardo da climinaciio da urina e
causa dilataclo ¢ atraso no desenvolviniento das vias urindrias, com uniio incompleta do ureter
A bcxig,a, ¢ hipoplasia da bexiga. Entretanto, estas anomalias sdo observadas em nimero
significativo (40,2%) quando as ratas-mics sdo tratadas com doscs excessivas de vitaming A
do 8% até a0 10° dia de gestagio.

Quando fotos de  camundongos  foram  expostos
hipervitaminose A, Kalter ¢ Warkany (1960-1961) obscrvaram malformagdes urogenitais
congénitas. Trabalhando com ratos cm fase de lactagdo, Lopes (1973) observou nos rins:
diminuicio do tamanho dos glomérulos ¢ acidofilia do citoplasma celular dos tibulos contorcidos
proximais, além de diminuigio das figuras mitéticas, quando as ratas—mics haviam recebido
injegbes diarias de 40,000 Ul de palmitato de retinol durante a gestagao.

Muito embora niio sc assuma que os resultados obtidos cm
animais cxperimentais tratados com doses excessivas de vitamina A possam sor extrapolados para
humanos, virios clcitos tOxicos obtidos em cxperimentos podem servir como indicadares de
ocorréncias possiveis em casos clinicos (Hatheock ¢ cols,, 1990).

Em 1965, Piloiti ¢ Scorta, desercveram uma ocorréncia
clinica de maiformagio congénita urogenital. A anamncse demonstrou que a mie ingeriu
401,000 UL por dia de um preparado oral de vitamina A desde o 407 até o 70% dia de gestagdo.
Além de anomaiias‘ort()pédicas, o neonato apresentou alteragbes cardiovasculares, que o lovou
a morle logo apds o nascimento. A aut6psia observou que 05 rins apareciam aumcntados o
deformados, com superficic dspera ¢ granulosa. Os cortes no tocido permitiam visualizar
parénquima intercalado com grinulos ¢ ureteres tortuosos. Nio havia também a insergio entre

o urcter ¢ a bexiga, Ao exame histoldgico, tanto nas camadas corticais como nas medulares dos
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rins, foi obscrvado a presenga de cavidades de virios volumes, atapetadas de cflulas cilindrions,
idcrcaladas com drcas que apresentam glomérulos renais de aparéncia normal.

Um outro interessante caso clinico foi descrito por Bernhagdt
e Dorscy (1974), onde apresentaram uma crianga de dois meses de idade hospitalizada com perda
de peso ¢ estado cronicamente comprometido. Ao exame radiogréfico constatou-se a presenga
de urcter esquerdo com nser¢do aberrantc na vaging, resultando em wreterocele que comprimiz
a uretra, agravando o malfuncionamento do rim csquerdo. Além disto, foi obscrvado hidrourcter
bilateral ¢ hidroncfrose, Revendo a histéria - familiar, notou-sc que a mc havia ingerido
25000 UI por dia de vitamina A nos frés primeiros meses, S0.000 Ul por dia nos meses
, Subscqucni‘cs da gestagdo, através de auto-medicacio.

Bendich ¢ Langscth (1989} ainda relatam um caso o
malformacio, onde sdo notados rins hipopldsicos de um nconato de 42 scmanas, cuja mic havia
ingerido 150,000 UT de vitamina A durantc os dias 19 a 40 da gestagfio para o tratamento de
acne.

Segundo Giroud ¢ cols. (1958), no homem, os ureteres
migram para a regifo vesical, onde sc ligam & bexiga, por volta dos dins 15 ¢ 17 de vida
intrauterina. A fungio renal inicia-se com 55 dias quando os gloméralos j4 apresentam o aspecto
funcional. Aos 3 meses ¢ meio 0 tecido renal ¢ muito ativo ¢ continua assim, participando da

composi¢io do liquido amnidtico através da formagdo da urina,



1.4 Proposicao
Tendo cm vista a vitamina A;

ser indispensdvel para o crescimento fetal normal ¢ o desenvolvimento cm muitas cspécies
aﬁimais (Wilson ¢ cols., 1953; O'Toole e cols.,, 1974; Takahashi ¢ cols., 1975}

cstar envolvida no controfc do crescimento ¢ desenvolvimento da célula epitelial normal
{(Wolback & Howe, 1925 ¢ 1928);

possuir derivados metabdlicos, principalmente a isotretinoina que tem apresentado efeitos
teratogénicos cm humanes (Hall, 1984; Fershoff & Lammer, 1984; Lott ¢ cols., 1984;
Lammer ¢ cols,, 1985) ¢

guando administrada ¢m cxcesso, induzir aitcraé(}cs repais {Kalter & Warkany, 1960 ¢

1961; Piloti & Scorta, 1963; Bemhardt & Dorsey, 1974; Bendich & Langseth, 1989).

O presente trabatho de pesquisa foi plancjado com os

scguintes objetivos:

caracterizar, ponderalmente, as alteragbes ocorridas nos fetos de ratos ¢ nos rins desies,
cujas macs foram submetidas & hipervitaminose A ¢

analisar, cariométricamente, 0s niclcos das clulas cpiteliais dos tibulos contorcidos
proximais. ¢ distais ¢ da al¢a de Henle, apfs a administragio de difcrentes doses de

vitamina A.



2 Material ¢ Métodos
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21 Determinacio do primeiro dia de prenhez

Com a finalidade de determinar com precisdo o primceiro dia
de prenhez das ratas, estas foram acasaladas com os machos durante a noite €, pela manbi, foram
feitos csfregagos vaginais, visando verificar a presenga de cspermatozdides na vagina. Quando
isto ocorria, considerava-se cste dia como primeire dia de prenhez.

As ratas do Biotério Central da Escols de Farmdcia o
QOdontologia de Alfenas receberam ragiio comercial (labina C) ¢ dgua "ad Hbitum”, durantc tode

o periodo ecxperimental, tendo sido mantidas em galolas individuais.
2.2 Material

Do acasalamento de 1atas {(Ratus norvegicus albinus,
variedade Wistar) foram obtidos fetos, dos quais foram separados 42 para 0 grupo tratado, lilhos
de ratas que reccberam no 10° dia de prenhez, uma dnica injegdo intraperitoncal de 30.000,

40.000, 50,000, 70.000, 100.000 ou 150.000 UL de vitamina A, {Arovit ® — Produtos Roche), sob

s
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a forma de palmitato de retinil ¢ em solugio coloidal hidromissivel. Outros 7 fotos foram obtidos

de mées que receberam solugdo salina no 10% dia de prenhez, constituindo o grupo controle.
2.3 Técnica de Dissecagiio e Pesagem

No 21® dia de prenhez, as ratas foram sacrificadas por
inalagdo de éter sulflrico. Através de uma incisio ampla no abdomen ¢ dtero das mesmas, os
fctos foram expostos ¢ posteriormente coletados, Dos 42 fetos separados aleatérismente, cads 7
pertenciam a umia mac que recebera uma dose diferente de vitamiina A, Foram separados,
_ fambém, 7 fetos do grupo controle, |

A fixacio destes fetos foi feita durante 24 horas em solucio
de Alfac: dlcool 80% (85mi), formalina (10mi) ¢ 4cido acético (Sml). Apés a fixacdo, os anmais
foram secados cm papel de filtro ¢ pesados em balanga de precisio Meottler.

Os rins dos diversos fetos (42 do grupo tratado ¢ 7 do grupoe
controle), foram pesados em balanga de precisio Mettler. Foram pesadas, também, as placentas

{em miligramas) ¢ medidos os comprimentos dos corddes umbilicais {em centimetros).
2.4 Tcécnicas Histologicas
Os rins de todos os animais foram desidratados em dlcool,
numa séric crescente de graduagdes em benzol ¢ incluidos em parafina. Os blocos foram cortados

com 7 micrdmetros de espessura ¢ os cortes foram corados pela hematoxilina-cosina (HE) para

observagdo ao microscdpio de luz,
2.5 Técnica Morfométrica
2.5.1 Cariometria

Os volumes reals dos nidclcos dos tabulos contorcidos

i

proximais, distals ¢ algas de Henle, dos diversos grupos experimentais foram obtidos através de



medidas cariométricas.

Os cortes foram focalizados a0 microscopio Optico, com
objctiva de imersdo (100x), ao qual cra adaptada uma cdmara clara (Olimpus).

Os nicleos dos tibulos renais (tdbulos proximais, distais ¢
alga de Henle) foram projetados sobre papel, com um aumento final de 1140x. As imagens
obtidas, em nimero de 50 para cada animal dos grupos estudados, foram contornados com pis
nimero 2, tomando-se 0 cuidado de considerar somente as imagens clipticas dos ndeleos. Para
a obtengdo dos volumes, 08 eixos maior ¢ menor foram medidos obtendo-se ainda, por meio da
média geométrica dos 2 primeiros, um terceiro cixo. Em scguida, foi aplicada a formula do

_ volume clipsoide de acordo com Valeri & cols. (1967):

V= -—g«xDlxsz DX,

onde D, ¢ D, representans 0s eixos maior ¢ menor, espectivamente.

2.8.2 Cilculo da Constante para a equagio do volume

clips6ide, quande a ampliagio ¢ de 1140x.

A equagio matemdtica do volume do clipsoide &

Anabc

em quc a, b ¢ ¢ $30 0s trés semi-eixos do sOlido. Se quisésscmos cscrover a equugio em formes

de cixos, ¢ nio do scmi-cixos, teriamos:



16

No caso do nticleo de uma célula, gue € observado em duas
dimensies, apenas o terceiro eixo pode ser estimado como a média geométrica dos outros dois.

Temos assing;

V= ..-:;5 x D, Dy, /D, XD,

D indica o comprimento real dos cixos cm micrdmetros.
Como o valor medido na projegio £ feito em milimetros, o valor D valerd 1000x menos que este
valor em milimetros, Por sua vez, ¢ valor 1000D serd ampliade 1140x, razio pela qual € prociso

dividi~lo por 1140 para ter—se o valor real do eixo. Assim temos:

v X, 000D 10001}2\(10001}%100092

—% X
6 1140 1148 1140
Efctuando—se as operaghes aritiméticas indicadas, tem-se:

V = 0,35341426 XD xD,x/D, XD,



2.6 Técnicas Estatisticas

Com. o objetivo de sc comparar as amostras dos peses
corporais dos fetos controles ¢ tratados, ¢ pesos dos tins ¢ placentas, bem como as medidas dos
corddes umbilicais, empregou—se a andlise de varidncia.

Para o estudo dos dados cariométricos cmpregou-sg o tesic

ndo-paramétrico da mediana,
2.6.1 Teste da Mediana (Siegel, 1956)

Nos casos om que se¢ desconhece a distribuigio dag
populagbes das guais provEém as amostras, a comparagio das medianas destas amostras se aplica
coml major sucesso que a comparagio das médias.

Esse teste permite concluir s¢ duas amostras provém de
populagdes que tém a mesma mediana.

O procedimento pratico consiste cm ordenar, conjuatamente,
os valores das duas amostmé, de maneira a obter 0 valor central (mediana) corrcspondents a
todos os dados da amostragem.

A seguir conslrdi~se um quadro COmo 0 gue se seguc:

Amostra | Amosira Total
1 2
Valores menores que 2 mediana A B A+ DB
Valores jguais ou majores que a mediana C D C+D
Total | A+ C B+D {N=A+B+C+D

Construindo-s¢ o quadro, a aplicacio do teste do qui-

quadraco %) permite decidir quanto & aceitagiode H,, que admite scrom as duas amosteas
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provenicates de populactes de mesma mediana,

A varidvel %* & calculada pela fSrmula;

N{AD -~ BC - -12-\-?)2

{A+ BY(C+ D) {A+ Oy (B + I

% =

Estabelecendo *, que neste traballio fol tomado a um nivel
de 95% (* = 0,05), ¢ com um grau de liberdade, obtém—sc o valor de «* tabelado.
A hipétese Hy € rejeitada sempre que o valor caleulado de

~% for maior ou igual ao seu valor tabelado.



3 Resultados



31 Resultados Morfologicos
311 Peso Corporal

Os pesos corporais dos fetos tratados com diferentes doses
de vitamina A foram menores (2,80; 2,55; 2,55; 2,55; 2,46 ¢ 2,58 gramas, respectivamente para
30.000; 40.000; 50.000; 70.000; 100.000 ¢ 150.000 UT) que os posos corporais dos fetos do grupo
controle (5,07 gramas) (Tabela 1). _

O teste da andlise de varifncia acusou diferenga
cstatisticamentc significante cntre as comparagGes (Tabela 2).

O ganho de peso das ratas quc receberam a vitaming A

durante a prenhez foi menor que o das fémcas do grupo controle.
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Tabela 1~ Pesos corporais (g} dos fetos controles ¢ submetidos & hipervitaminose A e suas
respectivas médias.
Hipervitaminose A
Controle 30.006 Ul 40.000 UI 50.000 U1 70.000 UI 100.000 UT | 150.006 UX
4,35 2,89 2,17 2,16 2,12 2,13 2,29
5,12 2,90 2,10 2,21 2,01 2,33 232
5,44 2,05 2,27 2,30 2,94 2,19 2,36
5,24 2,95 2,95 222 2,82 2,31 2,81
5,05 2,93 2,99 2,17 279 2,89 2,99
5,29 2,84 2,64 __ 2,21 2,61 2,64 2,94
5,01 3,05 2,70 2,34 2,54 2,71 236
507 0,35 1280 20341255 20371223 = 0,072,855 « 0,36 | 2,46 £ 3,201 258 = (132
Tabela 2 - Andlise de varidneia dos pesos corporais dos animais cstudados
Causas da Variagio GL | 50 O :’"”‘MW
Tratamento 6 40,0451624 6,6741937 68,0095 * -
Residue 42 41217196 0,0981362
Total | 48 441668820

* cstatisticamente significante ao nivel de 5%



3.1.2 Peso da Placenta

O peso médio das placentas (490,80 mg) dos fetos tratados
com 30000 Ul de vitamina A foi menor que o dos fetos controle (594,50 mg). O mesmo

pode-se verificar em relagio as demais dosagens, a saber: 40.000 Ul (472,80 myg), 50.000 Ul

(459,83 mg), 70.000 UI (505,43 mg), 100.000 Ul (461,54 mp

o

(Tabela 3),

O

teste

da andlise de varidncia

estatisticamente significante enfro as comparagdes (Tabela 4),

ACUSOU

y ¢ 150000 UL (470,53 mg)

diferenga

Tabela 3 - Pesos das piztﬁcntas (mg) dos fetos controles ¢ submctidos @ hipervitaminose A c
suas rospectivas médias.
Hipervitaminose A

Controle 30.000 Ul 40.060 111 50.000 UL 70,000 UL 100.8846 UL 150.6040 U
569,2 4912 524,7 4649 547,60 4491 4598
582,3 4329 448,1 58,7 491,6 439,3 452,7
5529 5213 498,2 4913 4994 505,1 5040
650,7 5127 5352 . 498,7 | 409,8 407,3 356,5
659,2 519,7 4913 398,6 5673 403,1 ” .c‘i.(ﬁ.i.?,}}
5749 464,5 3994 409,7 521,1 5397 427,1
5723 4936 412,7 426,9 01,2 4872 491,3

594,50 = 1 490,80 = | 47280 = | 45983 = | 50543 = | 461,54 = | 470,53
42,31 32,40 53,52 49,36 50,40 51,11 51,51




Tabela 4 -  Andlisc de varidncia dos pesos placentdrios dos animais estudados
Causas da Variagio GL 5Q OM F
Tratamienio G 947230,5620502 15705,0936750) 6,893() *
Residuo 42 95693,7204564 2278,4219156
Total {48 | 189924,2825066

* cstatisticamente significante ao nivel de 5%

3.1.3 Comprimento do Cordio Umbilical

O comprimento médio dos cordbes umbilicais dos fetos
controle (2,39 cm) foi maior quando comparado ao comprimento médio dos corddes umbilicais
obtidos com doses de 30.000 UL (2,01 cm), 40.000 UL (2,19 cm), 30000 Ul (2,13 em),
70.000 UL (2,00 em), 100,000 UT (1,90 cm) ¢ 150.000 UL (1,84 cn) conforme demonstia &
Tabela 5.

O teste da andlise do varidncia  acusou  diferenga

cstatisticanzente significantc entre as comparagbes (Tabela 6),
3.1.4 Peso do Rim

Os pesos dos rins dos fetos de ratos estdo demonsirados na
Tabela 7. Obscrva—sc que houve um aumento ponderal quando se analisa 0 grupo administrado
com a dosc de 30.000 UI (5,86 mg) em rclagfo ao controle (5,10 mg). No entanto, com 0
aumento da dose de vitamina A (40.000 UL 5,07 mg; 50.000 UI, 4,89 mg; 70.000 U1, 4,50 my;
100,000 UL, 3,29 mg ¢ 150.000 UI, 3,41 mg) observa-se uma hipoplasia renal.

O teste da andlise de varifincia acusou diferenga

cstatisticamente significante entre as comparagdes {Tabela 8},



Tabela 5 - Comprimentos dos corddes umbilicais (cm) dos fetos controles ¢ submetidos i
hipervitaminose A ¢ suss respectivas médias,
Hipervitaminose A
Controle Jo.o00 UI 40.000 Ul 50.000 Ul 70.000 U1 600 11 150,000 E.f_IH |
23 1,9 23 2,0 2,2 1,7 1,8
27 2,1 2,0 2.1 2,1 1,9 2,0
21 2,0 2.2 1,9 1,9 2,1 1,7
2,3 2,0 2.2 2,0 1,9 2,0 1,6
24 2,1 2,2 23 1,8 1,9 1,8
24 1,9 2,3 2,6 2,0 1,9 1,9
21 2,1 2,1 2,0 2,1 1,8 21

2,01 = 0,09

2,19 = 0,11

2,13 = 0,24

2,00 = 0,14

1,90 = 0,13

1,94 = 0,17

Tabela 6 -~  Andlise de varifncia das medidas dos corddes umbilicais dos animais cstudados
Causas da Variagio GL 5Q oM F
Tratamento H 1,4338701 {,2389783 7,6203 ¥
Residuo 472 1,3171502 0,031360G7

Total 48 2,7510203

* estatisticamente significantc ao nivel de 5%



Tabela 7 - Pesos dos rins (mg) dos fetos controles ¢ submetidos & hipervitaminose A ¢ suas
respectivas médias,
Hipervitaminose A
Controle 36.000 Ui 40,000 Uf 50.600 Ul 70.000 Ui 100.060 UL 150008 U1
5,05 5,30 4,70 4,55 5,75 3,25 3,55
5,55 53,90 4,50 5,10 4,60 3,35 3,85
5.00 5,95 3,03 5,05 4,55 3,35 3,70
4,80 6,15 5,35 5,65 4,15 3,05 3,25
5,10 06,15 5,30 4,60 4,35 3,31 3,05
5,25 6,50 5,25 4,60 4,00 3,30 3,25
4,95 5,05 5,35 4,70 4,10 3,20 3,25
510 20,24 {586 = 0,5115,07 0341489 x 0401450 x0,60]329 0,15 3,41 = 0,29

Tabela B8 - Andlise de varidncia dos pesos dos rins dos animais estudados
Causas dn Variagho GL 5Q QOM y
Tratamento 6 30,9656311 6,1609385 40,7450
Residuo 42 6,3506979 (3,1512071
Total | 48 43,3163290

* cstatisticamente significante ao nivel de 5%
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3.1.5 Anomalias Congénitas Cansadas por Hipervitaminose A

Figura 1 -  Aspecto macroscopico de um feto de cada grupo ostudado. Da direita para a
esquerdar controfe; tratados com 30.000, 40.000, 30.000, 70.000, 160000 ¢
150.000 Ul de vitamina A,

O exame macroscopico dos fetos hipervitamindticos rovelou
as seguintes malformaghes: exoftalmia uni ou bilateral com aplasia palpebral, que aparcceu desde
a dose mais baixa de vitamina A administrada nesses animals, cmbora nem todos a tenham
apresentado. A partir de 40.000 Ul de vitamina A, os problemas oculares foram cada vez mais
frcquentes, culminando com a exoftalmia associada & opacificacio da cOrnea na quasc totalidade
dos fctos que reecberam a dosagens mais altas da vitamina, A partir de 70.000 Ul de vitamina
A foi comum observar falta de fusdo, ou mesmo auséncia dos tubéreulos auriculares {anotia), =,
alguns casos de ancnccfalia, macrostomia, micro ¢ macroglossia, protusio da lingua ¢ lingua
bifida, "spina bifida® ¢ hidropsia. Foram obscrvados ainda, ossos mandibular ¢ maxilar mais
curtos, cncurtamento dos membros anteriores {focomelia}, além da falta de ossificagdo om virias
regides como a cabega ¢ as vértebras. Ainda observou—sc hepatomegalia cvidente ¢ foram

notados casos de reabsorgio fotal.



32 Resuliados Morfométricos

321 Cariometria

Tabeln 9 - Volumes nucleares médios, em micrémetyos cuibicos, das células dos tibulos
proximais, distais ¢ alga de Henle dos rins dos fetos de ratos submetidos 4s varias
doses de vitaming A

Hipervitaminose A

Tk Controle 30,000 UL 40,004 Ul 5000 Ul 76.608 Ul 105600 U1 F50.004 L5

23,76 23,27 34,26 29,30 29,58 29,72 30,61
P 25,40 25,27 33,30 31,21 29,49 28,90 29,68
. 32,38 38,12 25,07 31,20 27,57 55,94 27,97
; 30,18 24,91 33,60 26,85 26,81 38,48 29,21
" 36,55 32,11 30,69 36,75 30,06 19,57 20,29
! 23,72 28,17 26,78 35,01 21,23 31,84 33,80

32,29 34,59 21,77 31,31 30,24 36,30 37,07

29,14 23,14 27,40 39,64 48,69 32,93 33,56
5 29,58 27,16 40,15 27,65 39,44 45,18 38,24
i 37,05 27,94 34,68 26,46 26,91 32,84 39,42
i 33,91 27,02 45,47 35,55 30,59 30,71 30,55
7 27,13 40,46 26,66 36,65 32,11 39,69 33,86

24,78 30,85 20,73 38,27 15,33 31,91 42,88

29,81 32,34 35,32 30,05 36,14 39,55 30,27
A 35,29 24,51 2423 44,44 46,69 44,44 30,20
:; 27,91 18,60 36,08 28,12 25,89 34,55 34,51
! 3291 3835 31,05 23,70 34,38 37,69 32,85
e | oaust 2mae 3793 2367 med 3288 3
H 28,38 36,63 28,91 4318 34,35 38,24 33,03
N 16,65 38,13 22,69 4557 26,16 38,57 40,25
: 20,04 36,93 29,60 21,36 35,08 28,50 42,62
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A partir dos dados originais, obtidos por meio da cariomelria,
claborou-se a Tabela 9, que relaciona os volumes nuclearcs médios. Cada valor dessa tabels
corresponde a média de 50 volumes nucleares, calcutados pelos respectivos didmetros médios dos
micleos, para cada animal, para cada cpitéliv dos diversos tdbulos renais, nos sete grupos de
estudo (controle ¢ tratados pelas diversas dosagens de vitamina).
Por sua vez, a partir dog valores da Tabela 9 construiu-se
a Tabela 10, que relaciona as médias gerais de cada interacio regido x tratamento, bem come
08 respecitvos desvios padrdes das médias.
Os dad{ss originais foram usados dirctamente para s
confeegio dos grificos de distribuigdo de frequéncias dos volumes nucleares ¢ para o teste nio-

paraméirico da mediana,

Tabela 10 - Volumes nuclearcs das células dos tabulos proximais ¢ distais ¢ alca de Henle dos

rins dos animai$ cstudados, expressos em médias = desvios padrio das médiag

Grupo Tabulo Proximal Tubulo Distal Alga de Henle
Controle 29,18 = 4,98 30,20 = 4,11 30,24 = 7,69 —
30.000 Ul 29,49 = 5,58 29,84 = 533 31,52 = 7,94
40.000 U1 29,35 = 4,87 - 32,97 = 8,53 30,07 = 5,61
50.000 UK 3,66 =333 33,47 =533 32,82 = 11,04
70.000 UL 27,85 = 3,20 35,60 = 700 33,04 = 7,21
100.000 Ul 37,25 £ 924 36,40 = 5,10 36,41 = 5,04
150,600 UL 29,80 = 5,22 35,54 = 4,75 35,25 = 4,47




a) Tubulos proximais

As médias gerais dos volumies nucleares das células da
camada basal do epitéiio renal, em sua regido dos tabulos proximais, conforme se poﬁé verificar
na Tabela 10, acusaram um valor igual a 29,18 wm® para os fetos  confroles © um valor e
29,49 um® para os fetos fratades com 30.000 Ul de vitamina A intraperitonealmente. Uma ver
construido o histograma de frequéneia (Figura 2) pcla transformagdo logaritmica dos dados,
constatou-se ndo haver um deslecamento da mediana de distribuigio de volumes nucleares dag
células dos fetos tratados com vitamina A, em relagio aos controles. O feste da mediana (Tabela
11) ndo acusou um deslocamento cstatisticamente significante, ao se comparar 0 valor obtids
para 0 ¢ frente ao valor tabelado (3,84).

Consultando-se novamente a Tabela 10, constatou—se que
o volunme médio das células da regiio iubular_ proximal foi igual a 29,35 pum® para o foto teatads
com 40.000 Ul de vitamina A. A andlisc do histrograma de frequéngeia desses volumes nucleares
(Figura 3) também nio revelou um deslocamento da mediana dos dados referentes aos antrais
tratados, o que foi confirmado pelo teste da mediana (Tabela 12}

Analisando-se ainda a Tabela 10, verificou—se que os
volumes das cflulas dos tibulos proximais dos fetos tratados com 50.000 UI, 70,000 Ul ¢
150.000 Ul foram iguais, respectivamente, a 31,60 pm’®, 27,85 pm® ¢ 29,80 am®, A andlise dos
histogramas de frequéncia dos velumes nucleares (Figuras 4, 5 ¢ 7) nio revelou deslocamento
da mediana de distribuicio dos volumes nucleares das células dos fetos tratados. Tais resultades
foram confirmados pelo teste da mediana aplicado (Tabelas 13, 14 ¢ 16). No entanto, quando se
analisa 0 grupo controfe frente ao grupo administrato com a dose de 100.000 Ul de vitamina A,
pbserva-se um deslocamento & direita da mediana (Figura 6} que indica um aumento volumctnico
dos ndcicos dos animais tratados, confirnado pelo teste da mediana {Tabela 15), de acordo com
os Tesuitados experimentais expressos na Tabela 10 (37,25 pm?).

Os histogramas de frequéneia dos volumes nucleares dos
tibulos proximais renais dos fotos tratados com 30.000 UL em relagiio as demais dosagens,
revelaram um destocamento 3 direita da mediana de distribuigdo dos volumes nucleares dos fetos

tratados com 50.000 Ul ¢ 100.000 UI (Figuras 9 ¢ 11) confirmados pelas tabelas 18 ¢ 20. Com
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iclagio as outras dosagens ndo foi constatado desvio da mediana (Figuras 8, 10 ¢ 12). Tais
resultados foram confirmados pelo teste da mediana aplicado (Tabelas 17, 19 ¢ 21).

Quando foram comparados os histogramas de frequéncia dos
volumes nuclearcs dos tabulos proximais dos fetos tratados com 40.000 Ul de vitaming A ¢ dos
demais animais tratados com as diversas dosagens, constatou-se haver um deslocamento & direita
da mediana de distribuigio dos volumces nuclcares dos fotos tratados coms 100.000 UL da droga
(Figura 15). Nio foram obscrvados desvies nos fetos tratados com S0.000 UL 70.000 UT ¢
150,000 Ul, em relagdo aos tratados com 40.000 Ul de vitamina A (Figuras 13, 14 ¢ 16). Tujs
resultados foram confirmados pelo teste da mediana aplicado (Tabelas 22, 23, 24 ¢ 25),

A comparagiio entre o histograma de frequéncia dos volumes
nuclcares dos fetos tratados com 50.000 UT de vitamina A ¢ os fotos tratados com 70.000 U1
100,000 UL ¢ 150.000 Ul (Figuras 17, 18 ¢ 19) revelou um deslocamento 4 dircita da mediana
dos volumes nuclearcs dos fctos tratados com essas dosagens. Tais resultados foram confimadss
pelo teste da mediana aplicado (Tabelas 26, 27 ¢ 28).

Quando foram comparados os histogramas de frequéncia dos
volumcs nucleares do epitélio dos tibulos proximais dos rins dos fetos tratados com 70.000 11
em relagio aos tratados com 100.000 Ul de vitamina A, observou-se um deslocamento a direita
{Figura 20) que foi confirmado pelo teste da mediana (Tabela 29}, No entanto, ndo se observou
qualquer deslocamento da mediana quando sc analisou cste grupo fronte aos tratados com
150.600 Ul de vitamina A (Figura 21, Tabela 30).

A comparacio entre os fetos tratados com 100.000 Ui ¢
150.000 Ul de vitamina A (Figura 22) mostrou um desvio & direila entre 08 grupos. Tais

resultados foram confirmados pelo teste da mediana aplicado (Tabela 31).
b) Tdbulos distais

As médias gerais dos volumes nucleares das células dos
tibulos distais (Tabela 10) acusaram um valor igual a 30,20 pm® para os fetos controles ¢ valores
iguais a 36,40 pny’ ¢ 3524 um® para os fotos tratados, respectivamente com 100.000 Ul ¢

150,000 UI do vitamina A. Essas difcrencas ficam covidentes nas Figuras 27 ¢ 28, nas quais estdo
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representadas as frequéncias absolutas dos volumes nucleares. Nesses histogramas, obscrva—se
nitidamente, que hd um deslocamento a direita do eixo central da distribuicio dos volumes
nuclearcs dos fetos tratados com vitamina A, deslocamentos esses estatisticamente significantes,
conforme demonstrado pelo teste da mediana (Tabelas 36 ¢ 37). O volume nuclear médio dov
fctos tratados com 30.000 UL, 40.000 UL, 50.000 Ut ¢ 70.000 U1 foram 29,84 pm™; 32,92 um’;
33,47 wm® ¢ 35,60 pm’, respectivamente, semelhantes aos comtroles {(Tabela 1Y, ou seju,
apresentaram valores estatisticamente semethantes (Figuras 23, 24, 25 ¢ 26 ¢ Tabelas 32, 33, 24
¢ 35}

Comparando-sc 0s histogramas de frequéneia dos volumes
nuclearcs dos tibulos distais dos fetos tratados com 30.000 Ul de vitamina A, com os demals
animais tratados com as diversas dosagens da droga, obscrvou—se haver um deslocamento &
direita dos cixos centrais da distribuigdo dos volumes nuclearcs dos fotos tratados (Figuras 29,
30, 31, 32 ¢ 33), deslocamentos esses estatisticamente significantes, conforme demonstrato pelos
testes das medianas (Tabelas 38, 39, 40, 41 ¢ 42),

Quando foram comparados os histogramas de frequéncia
absoluta dos volumcs nuclearcs dos tdbulos distais dos rins dos fetos tratados com 40.000 Ul de
vitamina A com os demais fetos tratados com 53.000 Ul ¢ 70.000 Ul da droga, obscrvou—se um
alinhamento cntre as duas distribuices (Figuras 34 ¢ 35), semelhanga que foi confirmada peio
teste da mediana (Tabelas 43 ¢ 44). Observando-se as Figuras 36 ¢ 37, constatou—se haver um
deslocamento 2 dircita da mediana dos volumes nuclearcs dos fetos tratados com 100,000 Ul ¢
150.000 Ul de vitamina A, fato esse comprovado ser estatisticamente refevante (Tabelas 45 ¢ 46},

Da comparacio dos histogramas de frequéncia dos volumes
nuclearcs dos tabulos distais dos fetos tratados com 50.000 U de vitamina A ¢ tratados com
70.000 Ul e 100.000 UI (Figuras 38 ¢ 39), observou-sc um alinhamento cntre as distribuiges,
somelbangas essas que foram confirmadas pelo teste da mediana (Tabelas 47 ¢ 48). Ao se
observar a cumpar#gﬁo entre as doses de 50.000 Ul ¢ 150.000 Ul da droga adminisirada aos fetos
(Figura 40), obteve-sc diferenga cstatisticamente significante confirmada pelo teste nio-
paramétrico (Tabcela 49).

Quando foram comparados os resultados dos fetos tratades

com 70000 Ul de vitamina A, em relagio aos tratados com 100.000 UT ¢ 130.000 Ut (Figurax
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41 ¢ 42), constatou~sc um alinhamento, confirmado pelo teste da mediana (Tabelus 50 ¢ 513,
Comparando-sc s histogramas dos fotos tratados com
100.000 UL em relagio aos tratados com 150.000 Ul de vitamina A, nio se observou gualguer

deslocamento da mediana (Figura 43 ¢ Tabela 52).
¢} Alga de Henle

As médias gerais dos volumes nucleares das eflulas das aleas
de Henle de rins de fetos do ratos, conforme se pode verificar pela Tabela 10, acusaram um valor
igual a 30,24 pm’® para os fctos controles ¢ valores de 31,52 pm® 30,07 pm®% 32,62 TETIRS
33,04 i&l'l}?’; 36,41 pm® ¢ 35,25 ;;_.m" para os fctos tratados, respectivamente com 30.000 1]
40,000 U1, 50.000 UL, 70.000 UL, 100.000 UL ¢ 150.000 UI de vitamina A intraperitoncalmenc.
Uma vez construidos os histogramas de frequéncia (Figuras 44, 45, 46 ¢ 47), constatou—se haver
um alinhamento entre as distribuigdes para 30.000 UYL, 40.000 UL 50.000 Ul ¢ 70.000 Ul
semelhanga cssa que foi confirmada pelo teste da mediana (Tabelas 53, 54, 55 ¢ 56). Entretanto,
guando foram comparados o5 histogramas dos fetos tratados com 100.000 Ul de vitamina A ¢
tratados com 150.000 U, frente aos controles, obscrvou—sce um deslocamento A direita da
mediana de distribuiciio dos volumes nucleares destes ditimos (Figuras 48 ¢ 49}, confirmado com
a aplicagio do teste nio—paramétrico (Tabelas 57 ¢ 58).

Comparando-sc os histogramas referentes aos fetos tratados
com 30.000 Ul frente aos tratados com 40,000 UL, 50.000 U, 70.000 Ul ¢ 150,000 UI (Figuras
50, 51, 52 ¢ 54), obscrvou-se um alinhamento cntre as distribuigdces, scmcthanca essa que foi
confirmada pelo teste da mediana (Tabelas 59, 60, 61 e 63). Entretanto, guando foram
comparados os histogramas dos fetos tratados com 30.000 Ul de vitamina A ¢ tratados com
100.000 Ul observou-sc um deslocamento & direita da mediana de distribuigio dos volumes
nuciearcs destes ﬁlt'in}()s (Figura 53), confirmado com a aplicagio de teste ndo-paramétrico
(Tabcela 62).

Quando foram comparados os histogramas de frequéncia dos
volumes nuclcares das células que compbem as algas de Henle de fetos trafados com 40.000 U1

de vitamina A ¢ os tratados com 50.000 Ul ¢ 70,000 Ul da droga, nao se observou difcrengs
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cstatisticamente significante (Figuras 55 ¢ 56 ¢ Tabelas 64 ¢ 65). Entretanto, da comparacio dos
histogramas dos volumes nucleares dos fotos tratados com 40,000 Ul de vitaminag A ¢ os tratados
com 100.000 Ul ¢ 150.000 UI da droga (Figuras 57 ¢ 38) constatou-sc haver um deslocamento
a direita da mediana, fato cssc confirmado pelo teste da mediana (Tabelas 06 ¢ 67).

_ Um deslocamento a dircita da mediana de distribuicao dos
volumes nucleares dos fetos tratados com S0.000 UL da droga (Figuras 60 ¢ 61), cm relagio aos
tratados comr 100.600 Ul ¢ 150.000 UI foi observado apbs a andlise dos histogramas. Taix
resultados foram confirmados pelo teste da mediana aplicado (Tabelas 69 ¢ 70). No entanto,
obscrvou-se um alinhamento entre as representagies dos tratados com 30.000 Ul ¢ 70.000 Ul
de vitamina A (Figura 59 ¢ Tabcela 68).

Um deslocamento significante & dircita da mediang, fol
observado quando foram comparadas as frequéncias absolutas dos volumes das células das algas
de Henle dog rins de fetos de ratos tratados com 70.000 Ul ¢ tatados com  100.000 Ul ¢
150.000 Ul de vitamina A (Figuras 62 ¢ 63 ¢ Tabelas 71 ¢ 72).

Quando foram comparados os histogramas dos fotos sratades
com 100.000 Ul de vitamina A ¢ os fratados com 150.000 UI, obscrvou—sc um desiocamento
dircita da mediana (Figura 64). A Tabela 73 demonstra que o teste ndo-paramélrico da mediana

comprovou csics resultados cstatisticamente significantes.
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Indicadas

Tabela 1 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acina

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 30.000 U1 Total

Menores que a mediana 154 168 322
Maiores ou iguals a micdiana 196 182 378
Total 350 350 700

Mediana = 27,29
')(,2 = 1,29399586
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Indicadas

Tabela 12 -~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Conlingéneia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 40.000 Ul Total

Menores que a mediana 154 154 308
Maiores ou iguais a mediana 196 196 392
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

3 = 0,00579777
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Indicadas

Tabela 13 -  Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amosiras ' Controle S0.000 UI Total

Menores que a mediana 154 133 287
Maiores ou iguals a mediana 196 217 413
Total 350 350 700

Mecdiana = 27,29
¥t = 2,36225123
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Tabela 14 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Fistograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades
Amostras Controle 70.000 Ui Total
Menores que 2 mediana 154 174 328
Maiores ou iguais a mediana 196 176 372
Total 350 350 700
Mediana = 27,29
1 = 2,52999607
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Tabela 15 ~ Teste da Mediana das Amostras Representaclas no Histograma Acima
Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades
Amostras Controle 106L000 UL Total
Mcnores que a mediana 195 149 344
Maiores ou iguais a mediana 155 201 356
Total 350 350 760
Mediana = 31,33
= 11,5748302 *
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Tabela 16 — Toste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 150000 Ul Total

Menores gue a mediana 154 168 322
Maiores ou iguais a mediana 196 182 378
Total 350 350 700

Mediana = 27,2

¢ = 1,29399586
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Indicadas

Tabela 17 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades _ _5

Amostras 30.000 UX 40.000 Ul Total

Menores gue a mediana 168 154 322
Maiores ou iguais a mediana 182 196 378
Total 350 350 704

Mediana = 27,29
xl = (0,97193467
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Tabela 18 - Toste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 30.0600 U1 50.000 U1 Total

Menores quc a mediana 168 133 301
Maiores ou iguais a mediana 182 217 399
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

5y = 6, 73777467 *
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Indicadas

Tabela 19 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela do Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 UI 76.000 Ul Total

Menores gue a mediana 168 174 342
Maiores ou iguais a mediana 182 176 358
Total 350 350 700

Mecdiana = 27,29
= 0,28014636
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Indicadus

Tabela 20 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 U1 100.0600 Ul Total

Menores que a mediana 168 111 279
Maiores ou iguais a mediana 182 239 421 ;

Total 350 350 700

Mcdiana = 27,29

2 = 18,6890745 *
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Indicadas

Tabela 21 - Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mcediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 UL 150,060 Ul Total

Menores que a mediana - 158 168 336
Maiores ou iguais a mediana 182 152 364
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

v = 0,00572344
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Tabela 22 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 U1 50.000 U1 Total

Mecnores que a mediana 154 133 287
Matores ou iguais a mediana 196 217 413
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

y% = 2,36225123
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Indicadas

Tabela 23 -~ Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40,000 Ul 70,060 U1 Total

Mcnores que a mediana 154 174 328
Maiores ou iguais a mediana 196 176 372
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

«* = 2,52999607
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Figura 15 — Histograma da Distribuigiio de Frequéncia dos Volumes Nuclcares das Amostras

Indicadas

Tabela 24 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amaostras 40.000 U1 106.0006 Ul Total

Menores que a mediana 196 152 348
Maiores ou iguais a mediana 154 198 352
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

v? = 10,5660593 *
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Figura 16 — Histograma da Distribuicho do Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 25 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 Ui 150,000 UT Total

Menores gue a mediana 154 168 322
Maiores ou iguais a mediana 196 182 378
Total 350 350 700

Mediana = 27,29
o = 1,29399586
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Tabela 26 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mcdiana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50.000 UL 70.000 Ul Total

Menores gue a4 mediana 133 174 307
Maiores ou iguais a mediana 217 176 393
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

= 10,234478 *
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Figura 18 — Histograma da Distribuigdo de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 27 - Testc da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 0000 UT § 100.000 UI Total

Menores que a mediana 179 152 331
Maiores ou iguais 2 mediana 171 198 369
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

= 3,87427439 *
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Figura 19 — Histograma da Distribuigdo de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 28 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50.000 Ul 150.060 Ul Total

Mcnores que a mediana 133 168 301
Maiores ou iguais 4 mediana 217 182 399
Total 350 350 706

Mediana = 27,29

% = 7,55376814 * .
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Tabela 29 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima
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Figura 20 - Histograma da Distribuicdo de Frequéncia dos Volumes Nuclearcs dus Amostras

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 UI 100.000 U1 Total
Mcnores que a mediana 174 111 285 |
Maiores ou iguajs a mediana 176 239 415 :
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

© = 22,75033699 *
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Figura 21 - Histograma da Distribuiciio de Frequéncia dos Volumes Nuclcares das Amostras

indicadas

Tabela 30 - Toesic da Mcediana das Amostras Representadas no Fistograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 Ul 150.000 Ul Total

Menores que a mediana 174 168 342
Maiores ou iguais a mediana 176 182 358
Total 350 350 700

Mediana = 27,29
¢ = 0,14293182
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Figura 22 ~ Histograma da Distribuicdo de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 31 ~ Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 160.0060 UL 150.600 UL Total

Menores que a mediana 149 198 347
Maijores ou iguais a mediana 201 152 353
Totat 350 350 700

Mediana = 31,33

%% = 14,2867639 *
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Indicadas
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Tabela 32 -~ Teste da Mcdiana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amniostras Controle 30.000 UL Total
Mernores que a mediana 132 131 283 ;
Maiores ou iguais a mediana 218 199 417 ;
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

¥ = 2,37266018
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Figura 24 — Histograma da Distribuiciio de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

indicadas

Tabela 33 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 40.000 Ul Total

Menores que a mediana 169 166 335
Maiores ou iguais a mediana 181 184 365
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = (,0228992
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Figura 25 - Histograma da Distribui¢io de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 34 — Teste da Mcdiana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 50.000 UL Total

Menores que a mediana 169 153 324
Maiores ou iguais a mediana 181 195 376
Total 350 350 700

Mcdiana = 33,57

% = 0,97107302
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Figura 26 - Histograma da Distribuiciio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 35 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 70.000 Ul Total

Menores que a mediana 169 143 312
Maiores ou iguais a mediana 181 207 388
Total 350 359 700

Mediana = 33,57

¥ = 3,61402987
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Figura 27 ~ Histograma da Distribui¢do de Frequéncia dos Volumes Muclearcs das Amostras

Indicadas

Tabela 36 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades
Amostras Controle 160.000 Ut Total
Menores que a pediana 169 137 304
Maiores ou iguais a mediana 181 213 394 3
Total 350 : 350 760

Mediana = 33,57
% = 5,57960917 *
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Figura 28 — Histograma da Distribuiciio de Frequéncia dos Volumes Nuclcares das Amostras

Indicadas

Tabela 37 - Teste da Mcdiana das Amostras Representadas no Histoprama Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 150.000 Ul Total

Menores que a mediana 169 122 291
Maiores ou iguais a mediana 181 228 409
Total 3560 350 700

Mediana = 33,57

= 12,4450718 *
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Indicadas
Tabela 38 ~ Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima
Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades
Amaostras 30.000 Ul 40,000 Ul Total
Menores que a mediana 189 158 347
Maiorcs ou iguais a mediana 161 192 353
Total 350 350 00

Mcdiana = 31,33

= §,14323501 *
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Figura 30 ~ Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostros

Indicadas

Tabela 39 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingénela ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 UL 50.000 U1 Totud !

Menorcs que a mediana 189 143 332
Maiores ou iguais a mediana 161 207 368
Total 350 350 700

Mediana = 31,33

5w = 11,602115 *
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Figura 31 ~ Histograma da Distribuicfio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 40 -~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 U1 70.000 UI Total

Menores que a mediana - 198 143 341
Maiores ou iguais a mediana 152 207 359

Total 350 350 700

Mediana = 33,57
+* = 16,6738823 *
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Figura 32 - Histograma da Distribui¢io de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 41 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de ContingCncia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 UI 100.000 U1 Total

Menores que a mediana 198 137 335
Maiores ou iguais a mediana 152 213 365
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥2 = 20,6092824 *
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Figura 33 - Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 4% - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana; Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 30.0600 UL 150,000 U1 Total

Menores que a mediana 198 122 320
Maiores ou iguais a mediana 152 228 380
Total - 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 32,3807566 *
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Figura 34 — Histograma da Distribuigdo de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 43 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40,000 Ul 50.000 U1 Total

Menores que a mediana 166 155 321
Maiores oun iguais a mediana 184 195 379
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 0,57537872
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Fipura 35 ~ Histograma da Distribuigiio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 44 — Toste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40,000 UL 70.000 Ul Total

WMenores que a mediana 166 143 309
Maiores ou iguais a mediana 184 207 391
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 2,8041947
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Figura 36 - Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 45 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amuostras 40.000 Ul 100.000 Ul Total

Menores que a mediana 166 137 303
Maiores ou iguais a mediana 184 213 397
Total 350 350 700

Mediama = 33,57

o = 4,56226983
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Figura 37 ~ Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 46 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 UI 150.000 UL Total

Menores que a mediana 166 122 288
Maiores ou igunis a mediana 184 228 412
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 10,908003
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Figura 38 —~ Histograma da Distribui¢iio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 47 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 50.000 UI 70.000 U1 Total

Menores que a mediana 155 143 298
Malores ou iguals a mediana 195 207 402
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥* = 0,70703529
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Figura 3% ~ Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nuclearcs das Amostras

Indicadas

Tabela 48 —~  Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50.000 UL 100.600 UI Total

Menores que a mediana 155 137 202
Maiores ou ignais a mediana 195 213 408
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

2 = 1,69805936
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Figurs 40 ~ Histograma da Distribuigdo de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 49 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50,000 UL 150.000 UI Total

Menores que a mediana 155 122 277
Malores ou iguais a mediana 195 228 423
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 6,11755469 *
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Tabela 50 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 U1l 100.000 UI - Total

Menores que a mediana 143 137 280
Maiores ou iguais a moediana 207 213 420
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

+F = 0,14880952
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Figura 42 - Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nucigafcs das Amostras

Indicadas

Fabela 51 — Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 UL 150.000 Ul Total

Menores que a mediana 143 122 265
Maiores ou iguais a mediana 207 228 435
Total 350 350 700

Mediana = 33,57
¥° = 2,42897419
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Figura 43 — Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nucicarés das Amostras

Indicadas

Tabela 52 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia e Probabilidades

Amostras 100.000 Ul 150.000 UL Total

Menores que a mediana 137 122 259
Maiores ou iguais a mediana 213 228 441
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

v = 1,2012012
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Figura 44 — Histograma da Distribuicdo de Frequéncia dos Volumes Nucicafcs das Amostras

Indicadas

Tabela 53 - Teste da Mediana dags Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 30.000 UL Total

Menores gue o mediana 172 169 341
Maiores ou iguais a mediana 178 181 359
Total 350 350 700

Mediana = 31,33

x* = 0,02287227
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Figura 45 - Histograma da Distribuigfo de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

indicadas

Tabela 54 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Anostras Controle 40.000 U1 Total

Menores que a mediana 136 141 277
Maiores ou iguais a mediana 214 209 423
Total 350 350 700

Mediana = 27,29

2 = 0,21507028
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Figura 46 - Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 55 - Teste da Mediana das Amostras Represcntadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 50.000 UI Total

Menores que 2 mediana 172 164 336
Maiores ou iguais a mediana 178 186 364
Total 350 350 700

Mediana = 31,33

¥* = 0,28044872
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Figura 47 ~ Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nuqlcércs das Amostras

Indicadas

Tabela 56 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 70.000 Ul Total

Menores que a mediana A7 157 334
Maiores ou jguais a mediana 173 193 300
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

W = 2,06717712
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Figura 48 — Histograma da Distribui¢io de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

indicadas

Tabela 57 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 100.000 U1 Total

Menores que a mediana 177 119 296
Majores ou iguals a mediana 173 231 404
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

= 19,0184306 *
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Figura 49 ~ Histograma da Distribuicio de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 58 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras Controle 150.000 UI Total

Menores que a mediana 177 147 324
Maiores ou iguais a mediana 173 203 376
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

= 4,83238114 *
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Figura 56 - Histograma da Distribui¢io de Frequéncia dos Volumes Nuclf:a'rcs das Amostras

Indicadas

Tabela 59 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 30,000 U1 40.000 Ul Total

Menores gque a mediana 169 179 348
Maigres ou iguais a mediana 181 171 352
Total 350 350 700

Mediana = 31,33

+* = 0,69145115
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Figura 5} ~ Histograma da Distribuicio de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 66 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabcla de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 30.000 UL 50.000 UL Total

Menores gue a mediana 169 164 333
Maiores ou iguais a mediana 181 186 367
Total 350 350 700

Mediana = 31,33

¥ = 0,09164478




84
Rim de feto de rato ~ Alga de Henle

el
&0 - o V Tratado: 70.000 41
. 1 - Vitamina A
v RO —
]
9 4o —
u
;:‘ N
n aaQ
(%4
ioan
10 - — -
e S e e O O L O W
¥ 10,38 13,68 18,03 23,77 31,33 41,130 54,43 71,75 94,58
TG
60 { Tratado: 30.060 U7 T
® : Vitamina A
+ 50 ;. A
# ) .
940 o
w —
& i [}
n 34~
¢ )
i za . ]
=3
10 A — - B
LA [ L -
. V L] T L ¥ L] L3 ¥ T L] El EJ L3 L2 L) L] Ll L} F
@ id,38 13,68 18,03 23.77 31,33 41,30 54,43 TL, 78 94,58

Figura 52 - Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nuclearcs das Amostras

Indicadas

Tabela 63 ~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana; Tabela de Contingéacia ¢ Probabilidades

Amostras 30.600 Ul 70.000 Ul Total

Menores que a mediana 173 157 330
Maiores ou iguais a mediana 177 193 370
Total 350 350 700

Mediana = 33,57
¥ = 1,28992629
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Figura 53 -~ Histograma da Distribui¢io de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 62 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia e Probabilidades

Amostras 30.000 Ut 100.000 UI Total

Menores que a mediana 173 119 292
Maiores ou iguais a mediana 177 231 408
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 16,5046669 *
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Fipura 54 - Histograma da Distribuicio de Frequéneia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 63 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Toste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 30,000 UL 150.000 UI Total

Menores que a mediana 173 147 320
Maiores ou iguais a mediana 177 203 380
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 3,59786184
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Figura 55 —~ Histograma da Distribui¢io de Frequéncia dos Volumes Nuc_icarcs das Amostras

Indicadas

Tabela 64 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 UY 50,000 U1 Total

Menores que a mediana 141 129 276
Maiores ou iguais a mediana 209 221 430
Total 350 350 700

Mediana = 33,57
%2 = 0,7295435
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Figura 56 ~ Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nuc_lc'arcs das Amostras

Indicadas

Tabela 65 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40,000 UL 70.000 UL Total

Menores que a mediana 179 164 343
Maieres ou iguais a mediana 171 186 357
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

v = 1,12044818
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Figura 57 - Histograma da Distribuiciio de Frequéncia dos Volumes Nuclearcs das Amostras

Tndicasdas

Tabela 66 - Teste da Mcediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 U1 100.000 U1 Total

Menores que a mediana 183 119 302
Maiores ou iguais a mediana 167 231 398
Total | -~ 350 350 700

Mediana = 33,57
xt = 23,1147459 *
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Figura 58 - Histograma da Distribuicdo de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 67 — Toste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 40.000 Ul 150.000 Ul Total

Menores gque a mediana 183 147 330
Malores ou igoais a mediana 167 203 370
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

W = 7,02293202 *
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Figura 59 ~ Histograma da Distribuigdio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 68 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50.0600 Ul 70.000 UL Total
Menores que a mediana ) 179 157 336
Malares ou iguais a mediana 171 193 364
| Total 350 350 700

Mediana = 33,57

W = 2,52403846
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Figura 60 — Histograma da Distribuigiio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 69 — Teste da Mediana das Amostras Representadag no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingénela e Probabilidades

Amaostras 50.000 UT 100.000 Ul Total

Menores que 2 mediana 179 119 298
Maiores ou iguais a mediana 171 231 402
Total ,350 350 700

Mediana = 33,57

¥ = 20,340412 *
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Figura 61 -~ Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nuclcafcs das Amostras

Indicadas

Tabela 76 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 50.000 UI 150.000 Ul Total

Menores que a mediana 179 147 326
Maiores ou iguais a mediana 171 203 374
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

v® = 551737148 *
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Figura 62 ~ Histograma da Distribuigio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 71 -~ Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéncia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 U1 100.000 U1 Total

Menores que a mediana 179 119 298
Malores ou ignais a mediana 171 231 402
Total 350 350 700

Mcdiana = 33,57
x* = 20,340412 *




95

Rim de feto de rato - Alca de Henle

70
Tratado: 130.000 U
&0 3 Viramina B S
F R
w80
& —
O
u ’__
&
5 3D ™
[+4 prrrmy
i 30 d e e
=3 — P
11 4 : ,— = —
o el % ]
w V Ll L3 L3 L} L] T x Ll L3 Li L} L3 ¥ ¥ L T L] L3
a 10,38 13,68 18,03 23,77 31,33 41.30 54 43 T1.75 94,48
) v
[ Tratadeo: 70,000 ¢I I
B Yitamina A
F
R R SO —
=
a0 Eewee
LT
é sy
w304
4
1 20 o . .. L
=3
10 i 1. e, —— f e —'—,_
0 v M—L“ l’"‘_"— +—i } S {1 -«m__]_l--, —t
i} 10,38 13,68 18,03 23,77 31,312 431,30 54,41 71,75 <4.58

Figura $3 ~ Histograma da Distribuicio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadag

Tabela 72 - Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia ¢ Probabilidades

Amostras 70.000 U1 150.000 Ul Total

Menores que a mediana 179 147 326
Maiores ou iguais 2 mediana 171 203 374
| Total 350 350 700

Mediana = 33,57

¥? = 5,51737148
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Figura 64 ~ Histograma da Distribui¢fio de Frequéncia dos Volumes Nucleares das Amostras

Indicadas

Tabela 73 — Teste da Mediana das Amostras Representadas no Histograma Acima

Teste da Mediana: Tabela de Contingéneia e Probabilidades

Amostras 100.000 U1 150.000 UL Total

Menares que a mediana 119 147 206
Maiores ou iguais a mediana 231 203 434
Total 350 350 700

Mediana = 33,57

%% = 5,09944215 *
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Durantc o periodo de formagdo ou embriondrio do
desenvolvimento ¢ que os diversos teratogénicos podem causar as malformagbes congénitas.

Considerando o exposto acima, as ratas utilizadas no presente
trabatho reecheram no 10? dia de prenhez, pela via intraperitoncal, uma dose dnica de
30.000 UL, 40.060 U1, 50.000 U1, 70.000 U, 100.000 Ul ¢ 150.000 Ul de vitamina A ¢ tiveram
descendestes malformados. ' |

Por outro lado, estas ratas apresentaram um ganho de peso
menor durante a prenhez, quando comparadas com as {émeas do grupo controle. Tal fato ¢
atribuido a0 menor ganho de peso corporal dos fetos, ao pouco desenvolvimento dos anexos
embriondrios ¢ placentas, ¢ ao nimere elevado de reabsorgécs fetais, observados em nosso
material (Tabelas 1, 3 ¢ 5). Resultados semelhantes foram obtidos por Contrera (1986), Leme dos
Santos (1988) ¢ Costa (1988).

As conscquéncias da administragio de uma dose elevada de
vitamina A, no 10° dia de prenhez, na rata, observadas ao exame geral, foram: falta de fusdo ¢
mesmo auséncia dos tubérculos auriculares (anotia), astomia, microstomia e macrostomia, macro-

glossia com protusfo da lingua, lingua bifida, "spina Difida”, encurtamento dos membros anterio-
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res (focomelia), hidropsia, exoftalmia (uni ou bilateral com aplasia palpebral e, opacificacio da
comea) ¢ anencefalia (algumas dessas malformagOes cstdo representadas na Figura 1), Essas
observagdes cstiio de acordo com as ja descritas por Cohlan (1953, 1954), Giroud & Martinet
(1935, 1936a, b), Giroud e cols. (1958), Deuschle ¢ cols. (1959), Kochhar (1973), Nanda ¢ cols.
(1970}, Wersing & Swenson (1967) ¢ Contrera (1986) 1o rato, camundongo, coctho ¢ no cio,

Confirmando os dados de Singh & Singh (1974) ¢
Padmanabhan ¢ cols. (1981), em quase todos os fetos hipervitaminbticos A desta pesquisa
ocorrey catarata congénita, Tal fato se deve 3 acfio direta da vitamina A sobre o olho em
desenvolvimento.

O peso dos rins, no nosso material, também acompanhou o
peso corporal dos animais, pois, apesar do grupo administrado com a dose de 30.000 UI
apresentar um ligeiro aumento ponderal (5,86 mg) em relagio aos controles (5,10 mg), com
aumento da dose observou-se uma hipoplasia renal significante (5,07 mg ~ 40.000 UI; 4,89 mg -
~ 50.000 UL 4,50 mg ~ 70.000 UL 3,29 mg ~ 100.000 Ul e 3,41 mg — 150,000 UD),

A analise histolégica que precedeu o trabatho morfométrico,
revelou uma menor acidofilia citoplasmatica das células epitcliais dos tibulos renals estudados
¢ um aumento do volume nuclear nos animais tratados com doses mais altas, Este fato sugere
que a vitamina A teria provocado uma modificagiio na fisiologia destas células epiteliais, que
poderia ser explicado por uma alteragiio na expressio génica (Wolf, 1991).

Os nossos resultados cariométricos confirmaram os achados
histoldgicos, uma vez que os resultados obtidos com o emprego da téenica da cariometria
revelaram que, no tdbulo contorcido proximal, a vitamina A provocou um aumento do volume
nuclear nos animais tratados com doses mais altas (100.000 UT), apesar de nos animais tratados
com 150000 Ul, este aumento de volume ndo ter sido observado. Um fato que explicaria tal
fendmeno poderia ser o de que todos 08 animais deste grupo cram hidrépicos (Figura 1) ¢ a
dificuldade de evidenciagao dos tibulos proximais nestes animais foi muito grande, inclusive
com dreas de degeneragio tubular, nio possibilitando uma escolha adequada dos niicleos a serem
medidos. Quando comparamos doses entre si, ta_mbém observamos resultados semelhantes. Aa
s¢ analisar o tibulo contorcido distal ¢ algas de Henle, obscrvamos um aumento do volume

nuclear, inclusive nagueles animais tratados com a dose de 150.000 UI de vitamina A.
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Desde a  descoberta dos  efeitos  teratogénicos  da

hipervitaminose A por Cohlan (1953), os estudiosos tentam descobrir um  mccanismo

teratogenético que explicasse as malformagdes observadas nos tecidos moles. Mesmo havendo

miuita divergéneia, provavelmente a vitamina A induz defeitos morfogénicos no embrifo ou no

foto:
1.

£

alterando a migragdo das cclulas da crista neural cefillica (Nanda ¢ cols., 1970; Morriss,
1976; Noew, 1978);

inibindo a proliferagio celular do ectomesénquima (Giroud ¢ cols., 1961; Marin-Padila,
1966; Mycrs ¢ cols., 1967; Nanda, 1971; Geelen, 1973; New, 1978);

retardando ou inibindo a diferenciagio celular (Kalter & Deuschle, 1966; Lewis e cols,,
1978; Pennypacker e cols., 1978);

induzindo cfeitos multiplos na atividade celular (Walker ¢ Crain, 1960; Kochhar &
Johnson, 1965; Lorente & Miller, 1978); ou

atuando citotoxicamente, conforme provado pelos estudos ultraestruturais de Morriss

(1973) ¢ Theodosis & Fraser (1978).

Em nosso material, o epitélio tubular renal dos fetos tratados

com as doses mais clevadas da vitamina, mostrou-se pouco diferenciado e com aspecto de tecido

mais embriondrio. Sabe-se que a vitamina A tem papel significante na embriogénese (Ong &

Chytil, 1976) ¢ que a sua presenga & necesséria para garantir a diferenciaciio celular. Tanto a

deficiéncia quanto 0 excesso de vitamina A alteram o crescimento ¢ a diferenciacio dos diversos

6rgios. A hipervitaminose A, entdo, poderia afinal exercer dois efeitos:

1.

™

retardando o crescimento © alterando @ organizagiio tecidual, particularmente o
mestnquima urogenital (Marin-Padilla, 1966; Morriss, 1973; Theodosis & Fraser, 1978}
poderia haver diminuicio do crescimento tanto epitclial(Langman & Welch, 1967) como
cctomesenquimal (Marin-Padilla, 1966; Morriss, 1973; Hasscll e cols., 1978);

atuando na diferenciagio celular quer por inibicdo (Kalter & Warkany, 1961; Kalter &
Deuschie, 1966; Lewis ¢ cols., 1978; Pennypacker ¢ cols., 1978; Hassell ¢ cols., 1978)
ou por modificagio (Wolf & Varandani, 1960; Pele & Fell, 1960; Langman & Welch,
1966},

Hi que se discutir também:
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1 a vitamina A atuaria de modo diferente nos experimentos in vivo ¢ in vifro?
2. rgdos, tecidos ou tipos celulares apresentariam respostas especificas a diferentes doses
da vitamina?
3. as respostas poderiam ser de estimulacio, inibigéd ou nenhuma delas, dependendo do
fenttipo?

Sabe-se que a vitamina A impede o desenvolvimento
(Morriss & Stecle, 1974) e reduz o crescimento tanto in vive (Giroud & Martinet, 1956b, Marin~
Padilla, 1966; Langman & Welch, 1967; Nanda, 1971) como in vitro (Myers e cols,, 1967;
Hagsell ¢ cols., 1978; Shapiro & Poon, 1979). Nas células epitelial ¢ mesenquimal, a atvagio da
vitamina A na diferenciacdo ¢ compardvel in vive (Kalter, 1960; Kalter & Deuschle, 1966) ¢ in
vitro (Penmypacker ¢ cols,, 1978; Lewis ¢ cols., 1978).

No que sc"rcfcrc as respostas dos diferentes 6rgdos c tecidos
fremte & hipervitaminose A, sabe-sc que a vitamina atua de modo similar no crescimento da
camada germinativa primordial (Morriss, 1972), no mesénquima cefalico (Langman & Welch,
1967), no mesénguima urogenital (Marin~Padilla, 19606), nos processos palatinos (Giroud ¢ ¢ols,,
1956; 1961; Myers e cols., 1967) ¢ no mesénquima dos membros (Hassell e cols., 1978). Desse
modo, diferentes tecidos provavelmente respondem da mesma maneira as diferentes doses
excessivas de vitamina A,

Um ponto importante a ser congiderado é que a vitamina A
influencia o genoma, Células Icpitéiiai-s e fﬁcscnquimaig estio presentes no processo urogenital
¢ participam do scu desenvolvimento diferenciado, movimentagio morfogenética ¢ penetragio
ectomesenguimal normais. A vitamina A poderia ocasionar modificagbes genéticas no animal,
como sugesido por Yuspa & Harrds (1974), modificando a diferenciagiio das cflulas epitelinis
(Fell, 1962; Wong & Buck, 1971). A agio da vitamina na organizacio biolégica ao nivel
genético das cflulas epiteliais foi sngerida, também, por Chytil & Ong (1979) e por Takase ¢
cols, (19793

Sabe-se que a vitamina A € mobilizada dos estoques do

ELLE
et

ficado e € levada aos tecidos periféricos, por meio de fransporte altamente regulado. Este sistema
envolve duas proteinas plasméticas: a proteina ligada ao retinol (RBP) e a pré-albumina, No

plasma, a vitamina A normalmente circula na forma de retinol, especialmente ligada & RBP
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(Takahashi ¢ cols., 1974 ¢ 1977). A RBP, por outro lado, forma um complexo proteina—proteina
com a pré-albumina. Estas proteinas, cntdo, servem para transportar a vitamina A do figado até
as membranas, Quando as reservas hepéticas da vitamina, e o sistema transportador da RBP se
tomam saturados em consequéneia da ingestdio cxcessiva de retinol, ou da presenga de lesdo
hepdtica, aié 65% dos retindides plasmaticos podem estar presentes sob a forma de ésteres de
retinil associados as lipoproteinas. De forma semelhante, apds administragio aguda de 8lcool
ocorre actimulo de ésteres de retinil (Grummer, 1990). Comeo o retinol ¢ biologicamente inerte
quando ligado 3 RBP, esses ésteres de retinil, que s3o surfactantes podem ser responséveis por
grande parte da toxidade observada (Mallia ¢ cols., 1975; Smith ¢ Goodman, 1976).

Por ontfro lado, o retinol ligado 4 RBP, quaﬁdo alcanca a
membrana celular se liga em sitios cspecificos sobre a superficic celular (Sivaprasadarao e
Findlay, 1988a, b). O retinol ¢ transferide para uma proteina ligada 3 membrana que parece estar
cstritamente relacionada A proteina celular ligadora de retinol (CRBP). Esta transporta o retinol
até o nicleo, onde afctaria dirctamente a expressdo génica por modificar a biossintese de RNAm
{Blancr, 1989; Wolf, 1991), alterando sua concentragdo nuclear.

| A aclo direta da vitamina A cm 6rgios fetais recebeu apoio
na trabalho de Lorente & Miller (1977), j4 que se pode encontrar metab6litos do retinol ¢ do
dcido retingico no feto; sendo, entfio, mais provivel uma agdo direta da vitamina do que por
alteragdes placentdrias.

Virios siio os experimentos que indicam essa possibilidade
de agio direta da vitamina A no embrido (Cohlan, 1954; Morriss, 1973}, Na fase trilaminar do
desenvolvimento, o ectoderma ¢ 0 mesoderma respondem mais 30 cxcesso de vitamina A
(Morriss, 1972 ¢ 1976); o endoderma responde menos. Durante a organogénese, a vitamina A
provoca uma parada no ectomesénquima (Morriss, 1973), ou altera significantcménte as
propricdades celulares (Marin-Padilla, 1966), Durante este mesmo periodo sio visiveis lesdes
cpiteliais  difusas sem lesdes aparentes no mesénquima (Theodosis & Fraser, 1978),
Subsequentemente, os derivados mesenquimatosos dos processos embriondrios em formagio
estdo hiperdesenvolvidos (Abramovich & Devoto, 1967; Steffek e cols., 1967). Ha falha na
diferenciacio dos tecidos muscular ¢ glandular (Kalter, 1960). Somada 4 agio no osso,

cartilagem e Orgdos dentais, o excesso de vitamina A também induz drasticamente mais
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deficifncias que excessos no crescimento em geral. Exemplos de crescimento excessivo sio
massas teciduais encontradas na lingua por Walker & Crain (1960), os polipos mucosos
(Deuschle, Geiger & Warkany, 1959) ¢ as dobras epiteliais (Kochhar & Johnson, 1965). Os
excessos feciduais aparecem na pele, osso, cartilagem e dentes (Kalter, 1960).

O trabalho de Takekoshi (1964), associado & administragio
de vitamina A com outras substancias, evidenciou que a atividade teratogenética era acentuada
pela cortisona ¢ pelo metil-tiouracil, ¢ que havia um papel protetor desempenhado pelas
vitamiipas do complexo B, pela insulina ¢, mais efetivamente, pela tiroxina, Este autor postulou
que o mecanismo teratogenético implicava em interferéncia com o metabolismo dos carbohidratos
da mie, placenta ou feto. Esse autor afirmo, ainda, ser a queda dos niveis sanguincos de
tiroxing, devida ao excesso de vitamina A administrada, um fator importante no mecanismo
| teratogenético ¢ a razio para o efeito potencializante do metil-tiouracil.

As alteragGes da permeabilidade das membranas, sugeridas
apds trabathos i vitro" (vide revisio de Dingle & Lucy, 1965), foram confirmadas nos
trabalhos de ultra—estrutura utilizando fibroblastos da derme do rato (Dingle & Lucy, 1965;
Daniel ¢ cols,, 1966), pele de embrido de galinha (Jackson & Fell, 1963) e eritréeitos (Glauert
¢ cols., 1963). Os cfeitos foram particularmente nas membranas, causando irregularidades na
membrana plasmitica dos fibroblastos, aumento de volume das mitochndrias, vacuolizagio das
membranas dos eritrécitos ¢ 0 aumento de fluido nas células cpidérmicas ¢ nos eritrocitos,
sugerindo, entio, alteragio na permeabilidade da membrana. A vitamina A também causa um
aumento da drea de superficic com a formagio de uma “membrana artificial" (uma camada de
lecitina/colesterol) idealizada por Bangham ¢ cols. (1964). Em 1962, Dingle & Lucy ja haviam
proposto que a membrana seria 0 local de atuagho fisioldgica da vitamina,

.I Para Marin-Padilla & Ferm (1965) e Marin-Padilla (1966)
a permeabilidade alicrada  das membranas, ocasionadas pela administragio de vitamina A em
excesso, causaria alteragfes no mesoderma, o que levaria & formagio de somitos anormais e,
mais tarde, 4 necrose dos mesmos. Tails fatos causariam o desenvoivimento anormal do sistema
nervoso central. Mais tarde, Morriss (1972), estudando as alteragbes celulares precoces do
embrifio de rato, ac nivel de microscopia eletrdnica, confirmou os resultados de Marin~Padilla

(1966) ¢ comparou—os aqueles descritos em vérias situagbes “in vitro” de hipervitaminose A
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(Tackson & Fell, 1963).

Sabe~sc que a vitamina A administrada em excesso inibe
a formaglo de novos vasos sanguineos (Netken e cols,, 1965), como também que a penetragio
da vitamina A na membrana seguida da formagio de vactolos parece ter efeito nos mecanismos
de captagio ¢ libcragfio de oxigénio ¢ que tal cfeito, dependendo da sua intensidade de duragio,
poderia causar um estado temporario de hipoxia (Morriss, 1973). Ingalls e cols. (1950) obtiveram
malformagies quando submeteram camundongas grividas & baixa pressdo. Daf ser possivel que
a hipoxidose maternal suplementasse a agio teratogénica direta da hipervitaminose A.

0O mecanismo de acdo da vitamina A na producio de
nunierosas lesdes, resultantes da administragdo de doses excessivas, ¢ muito mais complexo; ¢
Strebel ¢ cols. {1969) ja apontavam para o fato da vitamina A, sob forma de palmitato,
administrada intraperitonialmente, atuar dirctamente nos 6rgdos. Essas leses seriam a
consequéncia de; alteragbes nas membranas celularces, nas organclas ¢ nas suas estruturas fisico-
guimicas, destruigio considerfivel de  substineia  basal, atividade enzimdtica alterada,
modificagdes na sintese dos fipideos ¢ glicosaminoglicanas (mucopolissacarideos), modificagio
no metabolismo intermedidrio, metaplasia, cte. Os fatores endécrinos tém de ser levados em
conta, especialmente nos estudos in vivo, uma vez que desempenham um importante papel no
problema de hipervitaminose A e, em particular, nas malformages.

A soma considerdvel de clementos ¢ evidéncias sobre a
atuagio de doses excessivas de vitamina A em diferentes tecidos permitem admitit gue um oy
mais dosses mecanismos possam explicar os dados do presente trabalho.

Embora para Lorente & Miller (1977) a acfio direta da
vitamiing A nos tecidos cmbriondrios scja mais importante que os cfeitos das alteraghes
placentdrias, ndo podemos esquecer gue existe uma relagio direta entre tamanho fetal e tamanho
da placenta. Em nosso material as placentas daqueles fetos que receberam as diversas doses altas
apresentaram-se diminuidas, 0 que poderia contribuir para o desenvolvimento fetal retardado por
nés observado (Tabela 3)

Foi sugerido que o comprimento do cordio umbilical seria
um indicacdor confidvel do movimento fetal. O comprimento do cordio umbilical & influenciado

por, pelo menos, dois fatores: a incidéneia do movimento fetal ¢ 0 espago intrauterino disponivel
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{Miller ¢ cols., 1981; Moessinger ¢ cols., 1982; Moessinger, 1983). Se houver diminuicio do
espago intra-utcrino ou se o movimento fetal for bloqueado, haverd uma diminuigio no
cstiramento do corddo umbilical ¢ o comprimento do mesmo diminuird. Por exemplo, cordes
umbilicais encurtados foram observados em humanos com defeitos estruturais ou funcionais dos
membros, que Himitaram 0 movimento fetal (Miller, 1981). Injetando curare em roedores, durante
a prenhez, com a finalidade de aumentar a pressdo no saco amni6tico ¢ suprimir os movimentos
fotais, Mocessinger ¢ cols. (1982) e Moessinger (1983) observaram cordbes vmbilicais mais
curtos. Expondo ratas prenhes 2 agdo do dlcool, Barron ¢ cols. (1986) observaram movimentos
fetais suprimidos ¢ corddes umbilicais mais curtos,

Em nosso material, a hipervitaminose cstd associada ao
encurtamento dos cordbes umbilicais, principalmente nos fetos que receberam doses acima de
50.000 UY da vitamina, em relagdo aos controles (Tabela 5). Tal fato ndo € devido somente a
uma fungdo das diferengas do peso corporal, mas € indicativo de que 0 movimento fetal pode
estar diminuido como consequéncia da hipervitaminose A materna,

Os dados obtidos neste trabalho, nos fetos tratados, sugerem
gue a vitamina A, administrada numa Gnica dose de 30.000 UI, 40.000 U, 50.000 U1, 70.000 Ui,
100000 UL ou 150.000 UY, pela via intraperitoneal, durante o perfodo teratogénico, causa:
malformagbes variadas craniofacials, dos membros, dos 6rgdos, como defeitos renais, traduzidos
por alteragdes de densidade tintorial citoplasmatica das células epiteliais tubulares e do volume
nuclear. Verificou-se, ainda, que o emprego de diferentes doses progrcssi\}as de vitamina A
significou encontrar alteragfes microscGpicas diferenciadas e cada vez mais graves. Essas doses
diferentes ¢ crescentes aumentam, também, a intensidade das malformactes anatdmicas, sendo
que as doscs mais altas diversificaram ainda mais 0s tipos de malformagdes.

Nio se sabe se a acio da vitamina A ¢ imediata ou sc € uma
resposta secunddria. Também ndo se sabe se o crescimento tecidual foi estimulado fmediatamente
ap6s a administragio de uma Gnica dose de vitamina A empregada neste estudo, ou sc esse
crescimento foi temporariamente inibido como uma resposta ao nivel mitdtico aumentado. De
acordo com Morriss (1973), a aglio teratogénica da vitamina ¢ rapidamente detectada, algumag
horas apbs a sua administragfio. Para Kochhar & Aydelotte (1974) e Nakamura ¢ cols. (1974)

essa acio somente ¢ detectada 24 horas apls a administragfo da vitamina A.



5 Conclusio
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Com base nas evidéncias experimentais, conclui~se que:

a vitamina A, quando administrada 3s ratas-mdes num

periodo critico da gestagfio, nas doses de 30,000 UL, 40000 UI, 50.000 Uf, 70.000 UL,
100.000 Ul ou 150.000 UL

L

P

LA

nduzia malformacdes nos neonatos;

provocou uma diminuigido ponderal nos fetos, cujo peso dccrcscau. a medida que se
aumentaram as doses do fdrmaco;

provocou uma diminugicio no peso das placentas ¢ no comprimento dos corddes
umbilicais & medida que se aumentaram as doses do fdrmaco;

promoveu uma diminuigdo no peso dos rins dos fetos, que foi mais cvidente quando
empregou-se doscs mais elevadas;

promoven um aumento do volume nos micleos das células dos tibulos contorcidos -
proximal, distal ¢ alga de Henle - dos ring dos fetos. O volume nuclear aumentou
mantendo uma relacio dose/efeito com a vitamina administrada, provavelmente devido

at incremento do metabolismo renal.



6 Resumo
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_ O presente frabaiho teve como objetive caracterizar
morfolégica ¢ morfométricamente as alteragbes de volumes nucleares no epitélio dos tdbulos
contorcidos ¢ algas de Hende, causadas pela hipervitaminose A em rins de fetos de ratas tratadas
com diferentes doses de vitamina A,

Para tanto, foram utilizados 42 fetos de ratas que, no décimo
dia de prenhez reccberam, intraperitoneaimente, 30.000 Ul, 40.000 UJ, 50.000 Ul, 70.000 U,
100.000 UL ou 150.000 Ul de vitamina A, sob a forma de palmitato de setinil em solugio
coloidal hidromiscivel; e 7 fetos de ratas que receberam solugdo salina.

Os rins dos fetos, colhidos no 21* dia de prenhez das ratas,
foram fixados em solugio de Alfac, por 24 horas, pesados ¢ incluidos em parafina. Apbs a
microtomia scmiseriada dos rins csquerdos, a uma espessura de 7 pm, os cortes histolégicos
foram corados pela hematoxilina-cosina, para as mensuragdes a0 microscOpio.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes
conclusies:
1. a vitamina A atua na embriogénese causando modificagdes no desenvolvimento com

nascimento de fetos de menor peso ¢ malformagBes, bem como menor peso renal.
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a vitamina A provoca um aumento do volume nuclear dos cpitélios dos tGbulos renais

estudados, nos animais tratados com doses mais elevadas.
o cmprego de doses progressivas de vitamina A mostra também alteragbes microscopicas

no tecido renal, diferenciadas ¢ cada vez mais graves.



7 Summary
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The present paper had the purpose of characterizing,
morphological and morphometrically, the changes in nuclear volumes in the epithelia of the
convoluted tubules and 'chllc?s:ZOO;Js caused by hypervitaminosis A on the kidneys of rat fetuses
treated with different doses of vitamin A,

Forty—two rat fetuses were used, of which their mothers
recoived 30,000 UL, 40.000 U1, 50,000 UI, 70.000 UL, 100.000 UI or 150.000 UI of vitamin A,
intraperitoncally, on the tenth day of pregnancy, under the form of retinyl palmitate in
hydromiscible solution, while seven pregnant rats received saline solution. The fetuses kidneys
colfceted on the 21st day of the rats' pregnancy, were fixed during 24 hours in Alfac solution,
weighed and embedded in paraffin, After semiserial microtomy of the left kidneys (7 m thick),
the histological scctions were stained by hematoxylin—cosin for microscopic measurements,

The results lcad us to conclude that: |
1. vitamin A acts on embryonic development causing changes such as the birth of lighter
and malformed fetuses, as well as a smaller kidney weights.

2. vitamin A induces an increasce of the nuclear volume in the epithelia of the renal tubules

in the animals treated with higher doses.



113

3. the use increasingly doses of vitamin A also show's microscopic and differentiated

alterations correspondingly more severe,
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