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RESUMO

O ciclamato é usado como adocante artificial ndo calérico em diversos
alimentos e bebidas, sendo 30 vezes mais doce que a sacarose, sem 0 sabor
amargo da sacarina. Aparece na composicdo dos produtos como ciclamato de
sodio, ciclamato de célcio e &cido ciclamico. O objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito do ciclamato de sédio em rins de fetos de ratas, considerando-se
alteracdes morfometricas do glomérulo, tubulo contornado proximal, tubulo
contornado distal e ducto coletor. Foram utilizadas 10 ratas adultas (Rattus
norvegicus, variedade Wistar) pesando em média 238 g, sendo 5 para o grupo
controle e 5 tratadas com ciclamato de sddio. Entre o 10° e 14° dia de gestacéo, 5
ratas receberam injecdo diaria intraperitoneal de 60 mg/kg de peso corporal de
ciclamato de sodio, durante 5 dias. No 20° dia, os animais foram sacrificados e
os fetos fixados em solucéo Alfac, incluidos em parafina, cortados e corados por
hematoxilina e eosina. O método empregado foi a morfometria pela técnica
cariometrica. Os resultados mostraram que 0 uso do ciclamato de sddio foi
eficaz na reducdo do peso dos fetos, placentas e comprimento do cordédo
umbilical. Houve aumento significante no volume glomerular e no tamanho
nuclear das células dos tubulos contornados proximal, distal e ducto coletor,

sugerindo nefrotoxicidade.



ABSTRACT

The cyclamate is used as artificial non-caloric sweetner in a wide variety of
foods and beverages, being 30 times as sweet as sugar without the bitter after-
taste of saccharin. It appears in the composition of the products as sodium and
calcium cyclamates and cyclamic acid. The purpose of this research was to
assess the effect of sodium cyclamate in kidneys of rats fetuses considering
morphometric changes of glomerulus, proximal and distal convoluted tubules,
and collecting duct. Ten pregnant rat (Rattus norvegicus) weighting an average
of 238 g were divided into two groups: 5 in the control group and 5 in treated
group with sodium cyclamate. Between the 10™ and the 14™ pregnancy day, 5
rats received an intraperitoneal daily injection of 60 mg/kg of body weight of
sodium cyclamate during 5 days. At the 20", the animals were sacrificed and the
fetuses were fixed in Alfac solution, included in paraffin, sectioned and stained
with haematoxyline and eosine. Morphometry by the karyometric technigue was
the method used. The results showed that the use of sodium cyclamate was
effective in the reduction of fetal and placentae weight, and lenght of umbilical
cords. There was a significant increase in glomerular volume and in cell nuclei
size of proximal and distal convoluted tubules and collecting duct, suggesting

nephrotoxicity.
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1- INTRODUCAO

O ciclamato, sal do &cido N-ciclo-hexil-sulfamico (CHS), é usado como
adocante artificial ndo calérico em diversos alimentos, bebidas? e na indGstria
farmacéutica®. Aparece na composicdo dos produtos em trés diferentes formas:
ciclamato de sédio (CsH;;NHSOsNa), ciclamato de céalcio (C1oH,.4N,S,06Ca) €
4cido ciclamico (CsH1sNOsS)®. E inodoro, solGvel em &gua, alcool e
propilenoglicol® e mais estavel que o aspartame e a sacarina, podendo, por isso,
suportar elevadas e baixas temperaturas®®.

A descoberta do ciclamato ocorreu em 1937 por Michael Sveda, aluno de
graduacdo da University of Illinois, Estados Unidos, que acidentalmente
descobriu seu sabor adocicado, 30 vezes mais doce gque a sacarose, sem o sabor
amargo da sacarina®. Essa substancia foi inicialmente comercializada em 1949
como adocante artificial para diabéticos. Em 1959, o Food and Drug
Administration (FDA), EUA, adicionou o ciclamato a lista das substancias
reconhecidas como seguras”.

A partir da mistura de ciclamato com sacarina na proporcao 10:1, houve
nos Estados Unidos aumento no consumo de adocantes artificiais na década de
60. Em 1968, foram produzidas 7.718 t de ciclamato, sendo 69% utilizado em
bebidas, 19% em adocantes de mesa, 6% em alimentos, 4% em itens nédo
alimentares e 2% exportado®. Segundo Burbank & Fraumeni®, em 1969 foram
consumidos nesse pais cerca de 8.943 t de ciclamato.
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Em meados da década de 60, Kojima & Ichibagase® constataram que o
ciclamato de sodio ndo era eliminado de forma invariavel, mas que poderia ser
metabolizado como ciclohexilamina. Em 1969, o ciclamato associado a sacarina,
na proporcao 10:1, foi interpretado pelo FDA como indutor de cancer de bexiga
em ratos™*¥. A partir desses estudos, seu uso foi proibido nos Estados Unidos
apos o U.S. Department of Health, Education and Welfare concluir que o
ciclamato ndo apresentava qualquer valor no tratamento da obesidade ou
diabetes®. Apesar disso, o World Health Organization’s Joint Expert
Committee on Food Additives aprovou o uso do ciclamato de s6dio em 1977
como adogante em alimentos e bebidas em mais de 40 paises“”, incluindo
Brasil, Alemanha, Finlandia, Paquistdo, Africa do Sul e Suica'”.

Em humanos e em varias espécies animais o ciclamato ndo é absorvido
completamente no intestino’*>. Quando absorvido, rapidamente é excretado na
urina sem consideravel acimulo no sangue ou tecidos®'”. A maior parte do
ciclamato ndo absorvido normalmente é eliminado nas fezes, mas uma
quantidade variavel e convertida para ciclohexilamina por microorganismos que
habitam o célon e cecum™®*9,

A ciclohexilamina, o principal metabdlito do ciclamato, € rapidamente
absorvido e excretado pelos rins, mas existe pouca excrecdo fecal. As taxas de
excrecdo urinaria de ciclamato e ciclohexilamina indicam que pouco permanece
nos tecidos ou fluidos corpdreos apds administracdo prolongada e em doses

elevadas“®. Além disso, ambos ciclamato e ciclohexilamina, podem ser

2



transportados pela barreira placentéria e desse modo expostos ao feto®??. De
acordo com Pitkin et al.%, os ciclamatos atravessam a placenta e, na circulago
fetal, alcangcam 1/4 da concentragdo materna, sendo encontrados, de preferéncia
no figado e nos rins.

(23)

Collings*”, investigando o metabolismo do ciclamato de sodio em
humanos, constatou que com o aumento da dose dessa substancia a quantidade
de ciclohexilamina excretada também aumentou. Entretanto, segundo o autor, a
porcentagem de conversdao diminuiu com o aumento da dose de ciclamato de
sodio. A conversdo do ciclamato para ciclohexilamina (Figura 1) em humanos é
heterogénea, sendo que aproximadamente 76% dos usuarios regulares
convertem menos que 0,1% de uma dose ingerida de ciclamato, cerca de 8 a
10% convertem 1% ou mais e 4% convertem 20% ou mais de ciclamato!”.

Véarios produtos do metabolismo da ciclohexilamina como N-
hidroxiciclohexilamina, ciclohexanona, ciclohexanol e ciclohexeno (Figura 2)
foram identificados em humanos®*?). No entanto, a falta de qualquer diferenca
entre as rotas de administracdo com relacdo a extensédo do metabolismo da
ciclohexilamina implica que os tecidos, mais que a flora intestinal, constituem o
principal local para conversdo desse metabélito®®®.

Diversos estudos foram realizados em animais de laboratério visando
verificar a toxicidade do ciclamato de sédio ou da mistura com a sacarina®’ %,

Os resultados revelaram poucos efeitos fisiopatolégicos associados com

a administracdo dessa substancia, mesmo em doses elevadas. Considerando a
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Figura 1 - Formula estrutural do ciclamato de sodio e da ciclohexilamina.
(Modificado de Cattanach®).
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grande quantidade de trabalhos publicados na década de 60 sobre toxicidade do
ciclamato, efeitos adversos foram relatados e atrairam a atencdo da comunidade
cientifica, sendo que muitas dessas contribui¢cbes foram consideradas achados
isolados®?).

Kroes et al.G?

, estudando a toxicidade a longo prazo do ciclamato,
sacarina e ciclohexilamina em 2.400 ratos e seus efeitos na reproducdo durante
seis geracOes, verificaram que nenhuma dessas substancias apresentou efeito
teratogénico e afetou a reproducdo, sendo apenas a ciclohexilamina
embriotoxica quando administrada em uma concentracdo de 0,5%.

O ciclamato, quando ingerido em grandes quantidades, produz diarréia em
humanos. De acordo com Egeberg et al.®), isso é aparentemente o resultado de
um efeito osmotico, pois ndo ha evidéncia de que essa substancia agrave
doencas gastrointestinais organicas.

Analisando aspectos toxicolégicos do ciclamato de sodio e da
ciclohexilamina, Bopp et al.'? apresentam revisdo sobre efeitos dessas
substancias em orgdos e sistemas como figado, rim, trato gastrointestinal,
coracdo, sangue, glandulas endocrinas (tiredide, adrenal, péancreas) e sistema
reprodutor (masculino e feminino), em animais e seres humanos.

Takayama et al.®?, investigando a toxicidade e carcinogenicidade a longo
prazo em macacos alimentados com 100 mg/kg e 500 mg/kg de ciclamato, cinco

vezes por semana, durante 24 anos, constataram espermatogénese irregular e

casos esporadicos de diferentes malignidades. Segundo os referidos autores,
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esses achados ndo fornecem evidéncia clara de efeito toxico ou carcinogénico do
ciclamato de s6dio em macacos.

Recentemente, Sasaki et al.®®, avaliando a toxicidade de 39 substancias
quimicas utilizadas como aditivos alimentares, entre elas o ciclamato de sadio,
em 6Orgaos como estdmago, célon, figado, rim, bexiga urinaria, pulméo, cérebro
e medula 6ssea de ratos, constataram apds 3 e 24 horas da administracdo de
ciclamato de sodio em dose Unica e oral de 2000 mg/kg que essa substancia
induziu danos significativos ao &cido desoxirribonucleico de células do
estdmago, colon, rim e bexiga urinéria.

Segundo alguns autores, o rim de ratos pode ser afetado por elevadas
doses de ciclamato de s6dio®**. Em alguns estudos, tem sido relatado leve
aumento na incidéncia de nefrite e nefrose. Entretanto, tais alteraces também

foram comuns em ratos-controle®®

. A alteracdo mais frequente atribuida ao
ciclamato envolve, em alguns casos, calcificagdo nos rins, seguida por
hiperplasia do epitélio renal®®.

Friedman et al.®¥, investigando ratos submetidos & dieta contendo 0,4%,
2% ou 10% de ciclamato de sodio ou calcio durante 88 a 101 semanas,
registraram nefrocalcinose em 5% dos ratos controle e 47 a 49% daqueles que
receberam ciclamato. A incidéncia de nefrocalcinose foi relacionada a dose, pois

a maioria dos ratos com tal alteracéo foi alimentada com 10% de ciclamato, mas

foi similar com sais de sodio e calcio.



Estudos clinicos tém indicado que a administracdo de ciclamato de sédio
em doses de 2 a 10 g/dia n&o afeta a funcéo renal em humanos*®3**). ZglIner &
Pieper®, estudando pacientes com doencas cronicas renais e hepaticas que
receberam doses diarias de ciclamato de sédio (2 ou 5 g), por mais de trés anos,
ndo encontraram por meio de monitorizagdo de variaveis bioquimicas e
resultados de uroandlise qualquer efeito negativo na funcdo renal desses
pacientes. Resultados similares foram obtidos por Van der Hem et al.®? ao
administrarem doses diarias de ciclamato de célcio de 5,3 g durante 6 meses.

Por outro lado, Becker & Gibson®?, avaliando a teratogenicidade da
ciclohexilamina em ratos, registraram dois casos de hidronefrose num total de
84 fetos. Segundo os autores, esse achado parece néo estar relacionado com as
doses ingeridas (61 e 122 mg/kg).

Atualmente, existem no Brasil diversos adocantes de mesa a base de
ciclamato e sacarina, sendo que os mais vendidos possuem a proporcao de duas
partes de ciclamato para uma de sacarina®*?. Assuncéo et al.*®, avaliando a
quantidade de adocante consumida diariamente por 36 individuos diabéticos,
constataram que 92% deles consomem adocantes artificiais ndo caléricos a base
de ciclamato e sacarina, em quantidades inferiores a ingestdo diaria aceitavel
(IDA). De acordo com o Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives™?, a IDA do ciclamato corresponde a 50 mg/kg de peso corpéreo.

Na literatura sdo encontrados varios trabalhos que ressaltam a importancia

do ciclamato de sodio como substituto da sacarose, principalmente em casos de
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diabetes ou quando a reducéo e controle do peso corpdreo sdo essenciais para a
salde desses individuos®. Outro aspecto positivo inclui a reducdo do
desenvolvimento de cérie dentaria®**®.

Diante desse contexto, a investigacdo do efeito do ciclamato de sddio
sobre os rins de fetos de ratas se torna relevante, uma vez que inexistem
informac0es na literatura internacional sobre morfometria do tdbulo contornado
proximal, tdbulo contornado distal e ducto coletor no periodo de maior
teratogenicidade. Além disso, uma possivel nefrotoxicidade podera reforcar a
hipdtese de que esse sal, muito utilizado como adocante, pode ser prejudicial a

salde de animais e seres humanos.



1.1- Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do ciclamato de sodio em rins
de fetos de ratas, considerando-se alteragdes morfometricas das seguintes
estruturas:

1- glomérulo;

2- tObulo contornado proximal;

3- tubulo contornado distal;

4- ducto coletor.
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2- MATERIAL E METODO

2.1- Material

Foram utilizadas 10 ratas adultas (Rattus norvegicus albinus,
variedade Wistar), pesando em meédia 238 g, provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (Famerp). Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais e alimentados com racgdo peletizada
¢ agua ad libitum durante todo o periodo experimental. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
Famerp (Anexo 1).

Todos os animais receberam cuidados conforme recomendagdes do
Committee on Care and Use of Laboratory Animals - Institute of

Laboratory Animal Resources (ILAR), Estados Unidos”.

2.2- Método

2.2.1- Determinagcéo do 1" dia de prenhez da rata

Para determinar o 1° dia de prenhez, as fémeas foram colocadas para
acasalamento com os machos na propor¢do de 1:4 durante a noite, e, pela
manhd, foram examinadas por meio de esfregacos vaginais, visando
verificar a presenca de espermatozoides, sendo considerado como o

primeiro dia de gestacao.
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2.2.2- Tratamento com ciclamato de sédio

Entre o 10° e 14° dia de prenhez, cinco ratas receberam injecdo diaria
intraperitoneal de 60 mg/kg de peso corporal de ciclamato de sodio
(Labsynth Ltda., Diadema, SP) durante cinco dias. Os animais controle

receberam solucgao salina pela mesma via € no mesmo periodo.

2.2.3- Técnica para obtencéo dos fetos

No 20 dia de prenhez, as ratas foram sacrificadas por inalagdo de
éter sulfurico.

Por meio de uma incisdo ampla no abdéomen e no utero, coletaram-se
os fetos (Figuras 3 e 4), que foram imediatamente imersos em solu¢ao
fixadora de Alfac (alcool a 80%: 85 mL; formalina: 10 mL de 4cido acético
glacial: 5 mL), sendo deixados a fixar durante 5 dias. Apds esse periodo,
foi escolhido aleatoriamente um feto de cada rata. Em seguida, efetuou-se a
separagdo da placenta e do cordio umbilical. Foram pesados
separadamente feto e placenta em balanga de precisdo Labof
(Laboratorium Felszerelése, Budapeste, Hungria) e mensurado o

comprimento do cordao umbilical com o auxilio de escala milimetrada.
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2.2.4- Técnica histologica

O processamento histolégico do material foi realizado no
Laboratorio de Histotecnologia da FAMERP. Os fetos, previamente
fixados em solugao de Alfac, foram desidratados ¢ incluidos em blocos de
parafina para realizacdo de cortes seriados de 6 um de espessura. Em

seguida, foram corados com hematoxilina eosina (HE), visando possibilitar

0 exame morfométrico.

13



Figura 3 - Fotografia mostrando uma rata no 20° dia de prenhez com
abdomen laparotomizado. Note o ttero gravidico.
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Figura 4 - Fotografia mostrando abertura do Utero de uma rata no 20°
dia de prenhez para retirada dos fetos. Observe cordao
umbilical e placenta.
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2.2.5- Técnica morfomeétrica
2.2.5.1- Volume glomerular

Para o calculo do volume glomerular foi utilizado microscopio
optico Hund H500 Wetzlar (Helmut Hund Gmbh, Alemanha), com objetiva
de 40 vezes de aumento, munido de camara clara Leitz Wetzlar (Alemanha)
com aumento final de 496 vezes. Os glomérulos foram projetados sobre
papel sulfite branco, sendo contornados com lapis preto n°® 2.

Foram obtidas 20 estruturas por animal, totalizando 100 estruturas
para cada grupo (controle e tratado). Para obtencdo dos diametros foram
medidos os eixos maior € menor de cada uma dessas imagens.

Apo0s a determinagdo dos eixos maior € menor (mm), calcularam-se o
didmetro geométrico médio (M) e o volume glomerular (V).

a) M=+D.d

b) Volume (V): V= n.M’

6
2.2.5.2- Cariometria

Para o estudo morfométrico, utilizou-se a cariometria para avaliacao
dos parametros nucleares de forma e volume, assim como suas relagdes por
meio da obtengdo dos didmetros maior e menor dos nucleos das células do
epitélio dos tubulos contornados proximal e distal e ductos coletores renais.

Os cortes foram analisados ao microscopio Optico Hund H500 Wetzlar
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(Helmut Hund Gmbh, Alemanha), com objetiva de imersdao (100 vezes),
munido de camara clara Leitz Wetzlar (Alemanha).

Os ntcleos foram projetados sobre o papel sulfite branco, com
aumento final de 1.240 vezes. Foram obtidas 50 imagens para cada
estrutura estudada, totalizando 250 imagens por grupo, sendo entdo
contornadas com lapis preto n® 2, tomando-se o cuidado de considerar
somente as imagens elipticas. Para a obtencdo dos didmetros, foram
medidos os eixos maior e menor dessas imagens.

ApoOs a determinagdo dos eixos maior € menor (mm) e mediante
utilizacdo do programa computacional NUC (Anexo 2), desenvolvido pelo
Prof. Dr. Geraldo Maia Campos da Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo (FORP-USP), foram avaliados os
seguintes parametros cariométricos conforme Sala et al.*?: didmetro maior
(um), didmetro menor (um), didmetro médio (um), relagdo didmetro
maior/didmetro menor, volume (um®), area (um?), perimetro (um), relacio
volume/area, excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno.

a) didmetro maior (D)

b) didmetro menor (d)

¢) didmetro geométrico médio (M): M =+D.d

d) relagdo entre os didmetros maior ¢ menor (D/d): D/d

e) volume (V): V= m.M
6
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f) area (A): A=n.M’
4

g) perimetro (P): P=(X/2).[3/2.(D+d)-M]
h) relacao entre volume e area (V/A): V/A

i) excentricidade (E): E = (D+d) . V(D-d)
D

j) coeficiente de forma (F): F=4.m. A
2

av,

k) indice de contorno (I): 1= P

VA
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2.3- Estudo Estatistico

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos nos dois grupos,
controle e tratado com ciclamato de sodio, foi utilizado teste nao

paramétrico de Mann-Whitney®

. O nivel de significancia adotado foi
p <0,05.

Todos os calculos ¢ andlises foram efetuados por meio dos
programas computacionais NUC (FORP-USP, Ribeirdo Preto, SP) e
GraphPad Instat, versio 3.00°” (GraphPad Software, San Diego,

California, Estados Unidos).
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3. RESULTADOS

3.1- Resultados Morfologicos

Os fetos tratados com ciclamato de sodio apresentaram-se menores
quando comparados aos controle, mas sem apresentar malformacoes

macroscépicas evidentes.

3.1.1- Peso fetal

Os pesos corporais medios dos fetos foram iguais a 2,93 g para 0 grupo
controle e 2,29 g para o tratado. A analise estatistica dos dados mediante teste de

Mann-Whitney mostrou diferenca significante (p = 0,004) (Tabela 1).

Tabela 1 - Média dos pesos corporais (g) de fetos de ratas controle (C) e tratadas
com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

C T
2,90 2,30
2,73 2,56
3,23 2,27
2,64 1,71
3,14 2,60
X =293 X =229
CxT U calculado = 0* p[U] = 0,004

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01
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3.1.2- Peso da placenta

O peso médio da placenta das ratas tratadas com ciclamato de sddio foi
significantemente menor que o das placentas das ratas controle (p = 0,004)

(Tabela 2).

Tabela 2 - Média dos pesos das placentas (g) de fetos de ratas controle (C) e
tratadas com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

C T
0,41 0,36
0,52 0,34
0,56 0,29
0,49 0,23
0,38 0,32
x=0,47 x=0,31
CxT U calculado = 0* p[U] = 0,004

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01

3.1.3- Comprimento do corddo umbilical
Os fetos de ratas tratadas com ciclamato de sodio apresentaram corddes
umbilicais mais curtos que os do grupo controle, mas sem diferenca significante

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Média dos comprimentos dos corddes umbilicais (cm) de fetos de
ratas controle (C) e tratadas com ciclamato de sédio (T). Teste de
Mann-Whitney.

C T
2,2 1,6
15 2,1
2,4 2,0
2,4 2,2
2,1 2,1
x=2,12 x=2,00
CxT U calculado = 7™ p[U] = 0,155

ns = diferenca ndo significante

3.2- Resultados Morfométricos

3.2.1- Glomérulo
As fotomicrografias do glomérulo de rins de fetos de ratas tratadas com
ciclamato de sodio e controle estéo nas Figuras 5 e 6.
Os resultados relativos ao volume glomerular dos rins pertencentes aos
grupos controle e tratado com ciclamato de sodio estdo expressos na Tabela 4.
Nota-se que o volume do glomérulo no grupo tratado foi significantemente

maior em relacdo ao obtido no grupo controle.
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Figura 5 - Fotomicrografia em microscopia Optica mostrando glomérulo de rim
de feto de rata tratada com ciclamato de sodio. Coloracédo
hematoxilina eosina (400x).
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Figura 6 - Fotomicrografia em microscopia optica mostrando glomérulo de rim
de feto de rata controle. Coloragdo hematoxilina eosina (400x).
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Tabela 4 - Valores médios do volume glomerular (um®) de fetos de ratas
controle (C) e tratadas com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-

Whitney.

C T
42723,87 76897,08
50873,53 51942,88
60369,97 67076,22
50973,16 88445,77
47913,00 77906,75

X =50570,71 X =72453,74
CxT U calculado =1 p[U] = 0,007

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01
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3.2.2- Tubulo contornado proximal
As fotomicrografias do tibulo contornado proximal dos rins de fetos de
ratas tratadas com ciclamato de sodio e controle encontram-se nas Figuras 7 e 8.
Os resultados correspondentes aos diametros nucleares do tubulo
contornado proximal dos rins pertencentes aos grupos controle e tratado com
ciclamato de sodio sdo apresentados na Tabela 5. Observa-se que os diametros
maior, menor e médio dos ndcleos das células do tubulo contornado proximal do

grupo tratado foram significantemente maiores que 0s respectivos controles.
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Figura 7 - Fotomicrografia em microscopia Optica mostrando tubulo contornado
proximal de rim de feto de rata tratada com ciclamato de sddio.
Coloracdo hematoxilina eosina (400x).
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Figura 8 - Fotomicrografia em microscopia Optica mostrando tubulo contornado
proximal de rim de feto de rata controle. Coloragdo hematoxilina
eosina (400x).
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Tabela 5 - Valores medios dos didametros maior, menor e médio (um) e relacéo
entre os diametros maior e menor (D/d) dos nucleos (n = 50) das
celulas dos tabulos contornados proximais de fetos de ratas controle
(C) e tratadas com ciclamato de sédio (T). Teste de Mann-Whitney.

Diametro Maior Diametro Menor Diametro Médio Relacdo D/d
C T C T C T C T
10,77 11,68 8,08 9,31 9,31 10,41 1,35 1,26
8,84 11,74 6,55 9,03 7,59 10,27 1,36 1,32
10,79 11,50 8,40 8.94 9,51 10,11 1,29 1,30
9,52 11,10 7,11 8,24 8,20 9,55 1,36 1,36
10,74 11,85 7,74 8,90 9,06 10,19 1,47 1,61
X X X X X X X X
10,13 11,57 7,58 8,88 8,73 10,11 1,37 1,37
Ucalc = 0* Ucalc = 1* Ucalc = 0* Ucalc = 9™
p[U]: 0,004 p[U]: 0,008 p[U]: 0,004 p[U]: 0,274

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01 ns = diferenca ndo significante

Pela Tabela 6, nota-se aumento significante do volume, area e perimetro
dos ndcleos e da relacdo volume/area do epitélio do tubulo contornado proximal
nos animais tratados. N&o houve alteracdo significante no formato nuclear

quando comparado ao grupo controle (Tabela 7).

29



Tabela 6 - Valores médios do volume (um®), area (um?), perimetro (um) e
relacdo entre volume e area (V/A) dos nucleos (n = 50) das células
dos tabulos contornados proximais de fetos de ratas controle (C) e
tratadas com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Volume Area Perimetro Relacdo V/A

C T C T C T C T
44724 610,73 69,40 86,05 29,80 33,09 6,21 6,94
246,18 580,24 46,40 83,74 24,33 32,82 5,06 6,85
469,77 552,37 72,02 80,86 30,29 32,26 6,34 6,74
305,94 469,04 53,88 72,29 26,30 30,57 5,47 6,36
435,69 57529 66,96 82,76 29,33 32,91 6,04 6,79

X X X X X X X X
380,96 557,53 61,73 81,14 28,01 32,33 5,82 6,74

Ucalc =1* Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 0*

p[U]: 0,008 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01
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Tabela 7 - Valores médios da excentricidade, coeficiente de forma e indice de
contorno dos nucleos (n = 50) das células dos tubulos contornados
proximais de fetos de ratas controle (C) e tratadas com ciclamato de
sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de forma indice de contorno
C T C T C T
0,64 0,58 0,96 0,98 3,61 3,59
0,65 0,61 0,96 0,97 3,62 43,61
0,61 0,60 0,97 0,97 3,60 3,60
0,63 0,65 0,96 0,96 3,62 3,61
0,65 0,62 0,94 0,95 3,67 3,73
X X X X X X
0,64 0,61 0,96 0,97 3,62 3,63
Ucalculado = 5™ Ucalculado = 8™ Ucalculado =10™
p[U]: 0,075 p[U]: 0,210 p[U]: 0,345

ns = diferenca néo significante.
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3.2.3- Tubulo contornado distal

Nas Figuras 9 e 10 estdo fotomicrografias do tibulo contornado distal de

rins de fetos de ratas tratadas com ciclamato de sédio e controle.

No grupo tratado com ciclamato de sodio quando comparado ao grupo
controle, os nucleos do epitélio do tubulo contornado distal apresentaram
aumento significante em seus diametros (Tabela 8) e de tamanho (Tabela 9),

porém no formato nuclear ndo houve alteracdo (Tabela 10).
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Figura 9 - Fotomicrografia em microscopia optica mostrando tibulo contornado
distal de rim de feto de rata tratada com ciclamato de sddio. Coloracéo
hematoxilina eosina (400x).
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Figura 10- Fotomicrografia em microscopia optica mostrando tubulo contornado
distal de rim de feto de rata controle. Coloracdo Hematoxilina Eosina
(400x).
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Tabela 8 - Valores médios dos didmetros maior, menor e médio e relacdo entre
os didmetros maior e menor (D/d) dos nucleos (n = 50) das células
dos tdbulos contornados distais de fetos de ratas controle (C) e
tratadas com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Diametro Maior ~ Diadmetro Menor Diametro Médio Relacdo D/d
C T C T C T C T
11,10 11,53 6,98 7,76 8,78 9,41 1,60 1,53
8,76 13,18 6,00 8,11 8,76 10,28 1,50 1,67
11,23 12,18 7,69 8,23 11,23 9,97 1,49 1,51
9,65 11,98 6,34 8,56 9,65 10,11 1,56 1,42
10,02 12,00 7,45 8,73 8,60 10,21 1,42 1,40
X X X X X X X X
10,15 12,17 6,89 8,28 9,40 10,00 1,51 1,51
Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 6™ Ucalc = 12"
p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,111 p[U]: 0,500

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01 ns = diferenca ndo significante
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Tabela 9 - Valores médios do volume (um®), area (um?), perimetro (um) e
relacdo entre volume e area (V/A) dos nucleos (n = 50) das células
dos tubulos contornados distais de fetos de ratas controle (C) e
tratadas com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Volume Area Perimetro Relagdo V/A
C T C T C T C T

381,90 45955 62,55 70,79 28,82 30,57 5,85 6,28
209,92 593,43 41,80 84,19 23,45 34,02 4,80 6,85
441,13 534,44 68,54 78,86 30,06 32,41 6,16 6,65
271,80 560,48 49,18 81,23 25,43 32,54 5,19 6,74
382,74 57557 60,89 82,74 27,65 32,80 5,73 6,81

X X X X X X X X
337,50 544,69 56,49 79,56 27,08 32,49 5,55 6,67

Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 0*
p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01
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Tabela 10 - Valores medios da excentricidade, coeficiente de forma e indice de
contorno dos nucleos (n = 50) das células dos tubulos contornados
distais de fetos de ratas controle (C) e tratadas com ciclamato de
sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de forma indice de contorno
C T C T C T
0,75 0,71 0,92 0,93 3,70 3,68
0,69 0,76 0,94 0,90 3,67 3,74
0,68 0,71 0,94 0,94 3,67 3,67
0,74 0,68 0,93 0,95 3,69 3,93
0,64 0,67 0,95 0,96 3,65 3,63
X X X X X X
0,70 0,71 0,94 0,94 3,68 3,67
Ucalc = 12™ Ucalc = 12™ Ucalc = 10™
p[U]: 0,500 p[U]: 0,500 p[U]: 0,500

ns = diferenca ndo significante
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3.2.4- Ducto coletor

As fotomicrografias do ducto coletor de rins de fetos de ratas tratadas com

ciclamato de sodio e controle estdo nas Figuras 11e 12.

O estudo morfométrico dos ductos coletores revelou que os nucleos
apresentaram diametros aumentados (Tabela 11, pagina 41), o que implica
aumento do perimetro, area e volume desses nucleos e da relacdo volume/area
nos fetos de ratas tratadas com ciclamato de sodio (Tabela 12, pégina 42). A
forma dos ndcleos dos ductos coletores mostrou-se inalterada quando

comparada aquela do grupo controle (Tabela 13, pagina 43).
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Figura 11 - Fotomicrografia em microscopia optica mostrando ducto coletor de
rim de feto de rata tratada com ciclamato de sédio. Coloragédo
hematoxilina eosina (400x).
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Figura 12- Fotomicrografia em microscopia Optica mostrando ducto coletor de
rim de feto de rata controle. Coloragao hematoxilina eosina (400x).
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Tabela 11 - Valores medios dos didametros maior, menor e médio (um) e relacdo
entre os didmetros maior e menor (D/d) dos ndcleos (n = 50) das
celulas dos ductos coletores de fetos de ratas controle (C) e tratadas
com ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Didmetro Maior ~ Diametro Menor Diadmetro Médio Relacdo D/d
C T C T C T C T
12,06 13,31 7,85 8,97 9,68 10,88 1,57 1,52
9,15 13,06 6,89 9,19 7,91 10,94 1,36 1,44
11,73 12,95 8,73 9,37 10,08 10,99 1,38 1,40
10,77 12,40 6,74 8,94 8,46 10,49 1,68 1,42
10,84 11,92 7,58 8,98 9,01 10,31 1,49 1,34
X X X X X X X X
10,91 12,73 7,56 9,09 9,03 10,72 1,50 1,42
Ucalc =1* Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 9™
p[U]: 0,008 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,274

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01 ns = diferenca ndo significante
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Tabela 12 - Valores médios do volume (um?®), &rea (um?), perimetro (um) e
relacdo entre volume e area (V/A) dos ndcleos (n = 50) das células
dos ductos coletores de fetos de ratas controle (C) e tratadas com
ciclamato de sodio (T). Teste de Mann-Whitney.

Volume Area Perimetro Relacdo V/A
C T C T C T C T

512,63 700,51 75,49 94,12 31,73 35,40 6,45 7,25
279,64 707,21 50,45 94,95 25,34 35,26 5,28 7,29
567,06 713,60 81,33 95,70 32,35 35,33 6,72 7,33
359,43 631,69 58,55 87,73 27,98 33,80 5,64 7,00

409,98 593,99 65,25 84,43 29,25 33,06 6,00 6,87

X X X X X X X X
425,74 669,40 66,21 91,39 29,33 34,57 6,02 7,15

Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 0* Ucalc = 0*
p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004 p[U]: 0,004

* Diferenca estatisticamente significante para p = 0,01
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Tabela 13 - Valores médios da excentricidade, coeficiente de forma e indice de
contorno dos nucleos (n = 50) das células dos ductos coletores de
fetos de ratas controle (C) e tratadas com ciclamato de sodio (T).
Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de forma indice de contorno
C T C T C T
0,72 0,71 0,92 0,93 3,70 3,68
0,63 0,70 0,96 0,95 3,62 3,64
0,64 0,67 0,96 0,96 3,63 3,63
0,75 0,67 0,90 0,95 3,74 3,64
0,68 0,61 0,94 0,96 3,67 3,61
X X X X X X
0,68 0,67 0,94 0,95 3,67 3,64
Ucalc = 10™ Ucalc = 8™ Ucalc = 8™
p[U]: 0,345 p[U]: 0,210 p[U]: 0,210

ns = diferenca no significante
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4- DISCUSSAO

Neste estudo, o ciclamato de sédio, substancia considerada pelo FDA

como indutora de cancer de bexiga em animais de laborat6rio**?

, produziu em
rins de fetos de ratas alteracdes morfométricas estatisticamente significantes nos
glomérulos, tubulos contornados proximal, distal e ducto coletor, sugerindo
nefrotoxicidade. Nos animais tratados com ciclamato de sédio, o aumento do

glomérulo e no tamanho nuclear das ceélulas do tecido epitelial foi

significantemente maior em relacdo aos do grupo controle.

7

O ciclamato ndo é absorvido totalmente no intestino, sendo uma parte
ndo absorvida, eliminada pelas fezes e outra € convertida como

ciclohexalamina*>*9,

Essa conversdo € bastante heterogénea variando de
individuo para individuo, sendo que alguns convertem menos que 0,1% e outros
da mesma espécie convertem mais de 20% do ciclamato ingerido”. Diante
dessa variacdo, fica muito dificil saber o quanto de ciclamato esta sendo
realmente absorvido quando usado via oral. Na presente pesquisa foi utilizada a
via peritoneal, pois desse modo tem-se controle rigoroso da dose de ciclamato

que esta agindo, podendo-se concluir que as alteracBes ocorridas no feto séo

realmente induzidas por essa substancia.

InvestigacOes sobre os efeitos de substancias como o ciclamato de sédio

sobre a espécie humana sio necessarias, pois, além de substituir a sacarose®?,
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prejudicial em casos de diabetes® ou quando a reducdo e controle do peso
corpdreo representam melhor qualidade de vida para esses individuos, nédo
propicia desenvolvimento de carie dentaria®®®. Vale ressaltar que pesquisas
com animais de laboratdrio possibilitam obter, em pouco tempo e em condicdes
controladas, informacdes sobre o potencial toxico de substancias quimicas sobre

0 organismo em desenvolvimento®?.

Apesar do European Council of Medical Research ter concluido que
resultados obtidos em animais variam nas diferentes espécies e muitas vezes ndo
produzem aqueles observados em humanos, o0s estudos experimentais
representam, a curto prazo, um importante modelo complementar que deve ser
utilizado como um indicador potencial de teratogenicidade humana de agentes
quimicos®. Testes em animais sdo importantes porque podem ter um valor
preditivo dos possiveis efeitos de substancias quimicas sobre a espécie humana,

além de permitirem a investigacdo dos mecanismos de acéo.

Cerca de 20% dos experimentos animais sao realizados utilizando o rato
como modelo animal, pois sdo de facil acasalamento (razdo sexual 1:4),
apresentam periodos gestacionais definidos e baixo custo. Porém, existem
substancias que sdo modelos de teratogénese para roedores (ratos e
camundongos) e ndo sdo nocivas para 0 homem. Um exemplo é a cortisona que
provoca 100% de malformacdes no camundongo e ndo € embrio ou fetotoxica

para o homem.
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A precaucdo de se considerar qualquer efeito sobre o desenvolvimento
experimental induzido como possivel forma de previsdo de teratogenicidade
humana € vélida. Entretanto, apenas o acumulo de conhecimento sobre o0s
mecanismos de acdo de agentes fetotoxicos poderd fazer com que se
desenvolvam métodos mais adequados e eficazes que permitam prever, com

seguranca, efeitos teratogénicos de muitas substancias quimicas no homem.

Na literatura internacional sd@o encontrados diversos relatos sobre a a¢ao
toxica, mutagénica e carcinogénica, intra-Gtero, além da teratogénica, de

compostos quimicos®*®?,

A cariometria, utilizada neste estudo, € uma técnica morfométrica
coadjuvante para o diagnéstico de alteracdes celulares®®, que auxilia a fisiologia
e a patologia na obtencdo de dados quantitativos de volume e formato dos
nicleos e suas mudancas com o crescimento, nas doengas e em exposi¢les a
agentes quimicos e fisicos. A partir desses dados, pode-se efetuar correlacdes
entre estruturas e funcdes normais ou alteradas. Essa técnica vem sendo
empregada para estimar volumes nucleares, estabelecendo graus de malignidade
de tumores® ou efeitos da toxicidade sobre o organismo®, podendo-se ainda,

determinar malformacdes, reducdes ou alteracdes nas formas.

Utilizando medidas nucleares, diversos estudos foram realizados visando

interpretar em diferentes tecidos de ratos em fase fetal e adulta a toxicidade

62) 64)

quimica de substancias como cloreto de niquel®, cadmio®, chumbo®®,
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albendazol®), etanol e vitamina A®, metilmercario®”, ciclofosfamida®™,

etanol™, ofloxacina’?, amicacina’®, ciclamato de sdio e aquelas contidas na

fumaca do cigarrot.

Outra aplicacdo da cariometria consiste na obtencédo de resultados sobre
exposicdo a agentes fisicos. Alguns exemplos sdo os trabalhos de Pedrazzi et
al.", que estudaram efeitos da hipertermia nos epitélios de revestimento e

(76)

glandular das fossas nasais de feto de rata, e o de Miraglia & Hayahi*"™, que

avaliaram efeito da temperatura sobre o testiculo de rato.

Em humanos, estudos morfométricos com tecido renal tém sido realizados
para investigar lesdes tubulo-intersticiais no diabetes mellitus insulino-
dependente'’”, na doenca glomerular primaria’® e nos carcinomas de células

renais!’®%?,

Em ratos, a morfometria tem sido utilizada na descricdo
tridimensional de tGbulos contornados proximais®”, nos efeitos da manidipina
na estrutura e funco renal® e no efeito nefrotdxico do aciclovir nas estruturas

tubulares renais, pesos fetal e placentario e comprimento do cord&o umbilical®®.

Assim, 0 presente estudo representa uma investigacdo inédita sobre o
efeito do ciclamato de sodio em quatro estruturas renais de fetos de ratas,
considerando-se alteracbes morfométricas ocorridas nos glomérulos, tabulos
contornados proximal, distal, e ducto coletor. Trata-se de um estudo que
pretende contribuir para a elucidacdo de dividas com relacdo aos maleficios que

essa substancia pode causar ao tecido renal.
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Com relacdo a morfometria, houve aumento estatisticamente significante
no volume glomerular (30,21%) dos rins de fetos de ratas tratadas com
ciclamato de sédio quando comparado com o grupo controle (p = 0,007). Esse
achado foi similar ao verificado por Portela™ que, investigando toxicidade fetal
no uso do farmaco amicacina, constatou aumento de 40,69% no volume
glomerular de ratos tratados. Segundo a autora, esse resultado pode ser devido a

proliferacdo de células glomerulares por aumento de atividade mitética.

Pereira & Mandarim-de-Lacerda®, pesquisando alteragdes quantitativas
em glomeérulos de ratos devido a inibicao da sintese de 6xido nitrico por meio da
administracdo de L-arginina metil éster (L-Name), verificaram aumento de 33%

no volume glomerular.

Resultados da analise cariométrica mostraram que os valores do diametro
médio dos nucleos das células dos tabulos contornados proximal, distal e ducto
coletor do rim de fetos de ratas tratadas com ciclamato de sdédio foram
significantemente maiores que 0s respectivos controles. Esses resultados
diferem daqueles obtidos por Ravagnani® que, avaliando 66 fetos de ratas
tratadas com aciclovir, conhecido agente nefrotdxico, constatou uma significante
reducdo no diametro nuclear das células dessas estruturas. Apesar das diferencas
entre ciclamato de sodio e aciclovir, é importante destacar que ambas

substancias foram estudadas utilizando-se a mesma técnica, a cariometria.
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O tubulo contornado proximal tem sido analisado por técnicas
morfométricas em ratos®, coelhos®®, humanos®” e anfibios®. Entretanto, as
variagbes existentes na ultraestrutura de um néfron ndo sdo totalmente

conhecidas®V.

A anélise dos parametros cariomeétricos volume, area e perimetro dos
nucleos das células do epitélio dos tubulos contornados proximal, distal e ducto
coletor de rins de fetos de ratas tratadas com ciclamato de s6dio mostrou que
houve aumento estatisticamente significante nas dimensdes do grupo tratado em
relacdo ao controle. Esses resultados foram opostos aqueles obtidos por
Ravagnani®, que obteve significante reducdo desses pardmetros no grupo

tratado por aciclovir guando comparado ao grupo controle.

As variaveis excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno,
responsaveis pela avaliacdo do formato do nucleo, ndo apresentaram diferenca
significante entre os grupos tratado e controle, contrastando com os dados de
Ravagnani® para os ndcleos das células do epitélio do tibulo contornado distal

e ducto coletor, que obteve maiores valores para fetos expostos ao aciclovir.

O peso corporal medio dos fetos foi estatisticamente menor no grupo em
que as méaes receberam ciclamato de sodio (media = 2,29 g) quando comparado
aos valores obtidos para o grupo controle (2,93 g). Esse resultado confirma o

| (68.69)

obtido por Liedtke et a que, analisando efeitos da ciclofosfamida em fetos

de ratos, também registraram menor peso corporal nos animais tratados com a
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referida substéncia (média = 1,92 g) em relacdo ao grupo controle (4,07 g). Esse
parametro parece ser um indicador de alteracdo fetal ou embriotoxicidade de

ambas substancias.

A placenta é o 6rgdo que controla a homeostasia das trocas materno-fetais
e producdo de hormonios, sendo responsavel pelo crescimento e protecdo do
feto a inducédo de teratogenicidade, regulando a passagem de microorganismos,

anticorpos e medicamentos®®

. A passagem de substancias através da placenta
por difusdo simples, difusdo facilitada, transporte ativo ou por poros pode torna-
las disponiveis ao embrido. Assim, fatores como permeabilidade, espessura e
capacidade metabolizadora da placenta devem ser considerados. Além disso,

para que ocorra teratogenicidade, o0 momento de formacao e desenvolvimento

embrionario em que a fémea é exposta é relevante.

Diversas drogas e agentes quimicos atravessam a placenta rapidamente e
atingem o feto. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesses processos foram
pouco estudados. Segundo Pitkin et al.?**), o ciclamato de sédio atravessa a
placenta e, na circulacdo fetal, alcanca 1/4 da concentracdo materna, sendo

encontrado preferencialmente no figado e nos rins.

O peso médio da placenta das ratas tratadas com ciclamato de sodio

(média = 0,31 g) foi significantemente menor que o das ratas do grupo controle

(média = 0,47 g). Esse resultado confirma o obtido por alguns autores®®®%%9,

que verificaram placentas de ratas tratadas com ciclofosfamida e cadmio com
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pesos menores. Placentas menores provavelmente apresentam fluxo sangiineo
reduzido, resultando em hipdxia fetal consideravel, o que poderia causar retardo
do crescimento intra-uterino®*®Y. Embora o objetivo deste trabalho nio tenha
sido testar a hipotese de o ciclamato de sddio atravessar a placenta, os resultados

obtidos sugerem que esse fendmeno pode ter ocorrido.

Quanto ao comprimento do corddo umbilical, embora a diferenca néo
tenha sido estatisticamente significante, os corddes umbilicais dos fetos de maes
tratadas com ciclamato de sodio foram mais curtos que os do grupo controle.
Essa medida esta relacionada ao crescimento fetal em geral. Esse cordao cresce
em resposta as forcas tensoras que dependem do movimento fetal e do espaco
intra-uterino, viavel durante o desenvolvimento precoce. Desse modo, o cordédo
umbilical, como observado nesta investigacdo, pode indicar reducdo do
movimento fetal no perfodo gestacional®®%). De fato, Moessinger et al.®?,
avaliando o comprimento do corddo umbilical de fetos de ratas colocados em
meio extra-uterino, constataram que o comprimento desses também era maior

que o dos fetos controle a termo.

Este trabalho abre perspectivas para novas pesquisas a respeito das
alteracbes morfologicas produzidas pelo ciclamato de sddio tais como: o tempo
de duracdo das modificacOes celulares produzidas, a reversibilidade ou ndo das

mesmas e as repercussdes sobre a fisiologia celular ou dos tecidos envolvidos.
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Portanto, novos trabalhos sdo necessarios visando confirmar se os efeitos do uso

de ciclamato de sédio sdo temporarios ou permanentes.

Nesse contexto, e tendo em vista a lesdo causada pelo ciclamato de sédio
em fetos de ratas tratadas, conclui-se que essa substancia, muito usada pela
populacdo mundial, deveria ser utilizada com restricbes durante a gravidez,
principalmente no primeiro trimestre, que na espécie humana corresponde ao

periodo de formacéo do tecido nervoso, ou seja, 0 de maior teratogenicidade.
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CONCLUSOES



5- CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pdde-se chegar as seguintes conclusoes:

1- Houve aumento significante no volume glomerular de rins de fetos de

ratas tratadas com ciclamato de sodio;

2- Houve aumento significante no tamanho nuclear das células dos
tubulos contornados proximal, distal e ducto coletor de rins de fetos de ratas

tratadas com ciclamato de sédio;

3- As alteracbes morfométricas constatadas nos glomérulos, tubulos

contornados proximal, distal e ducto coletor sugerem nefrotoxicidade.
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	 Neste estudo, o ciclamato de sódio, substância considerada pelo FDA como indutora de câncer de bexiga em animais de laboratório(11-13), produziu em rins de fetos de ratas alterações morfométricas estatisticamente significantes nos glomérulos, túbulos contornados proximal, distal e ducto coletor, sugerindo nefrotoxicidade. Nos animais tratados com ciclamato de sódio, o aumento do glomérulo e no tamanho nuclear das células do tecido epitelial foi significantemente maior em relação aos do grupo controle. 
	 O  ciclamato  não  é  absorvido  totalmente  no  intestino, sendo uma parte não absorvida, eliminada pelas fezes e outra é convertida como ciclohexalamina(7,15-19). Essa conversão é bastante heterogênea variando de indivíduo para indíviduo, sendo que alguns convertem menos que 0,1% e outros da mesma espécie convertem mais de 20% do ciclamato ingerido(7). Diante dessa variação, fica muito difícil saber o quanto de ciclamato está sendo realmente absorvido quando usado via oral. Na presente pesquisa foi utilizada a via peritoneal, pois desse modo tem-se controle rigoroso da dose de ciclamato que está agindo, podendo-se concluir que as alterações ocorridas no feto são realmente induzidas por essa substância.
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