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Resumo 
 

 

Objetivo: Avaliar os efeitos do ciclamato de sódio na placenta de ratas 

com sua administração no período da embriogênese. Método: Foi administrado 

por via intraperitoneal nas ratas do grupo tratado a dose de 60 mg / Kg de 

ciclamato de sódio, do décimo ao décimo quarto dia de gestação, e volume 

equivalente de solução salina no grupo controle, pela mesma via. No vigésimo 

dia de prenhez, 10 fetos (5 de cada grupo) foram escolhidos ao acaso para 

estudo. Foi utilizada a técnica de cariometria para avaliação dos parâmetros 

nucleares das células das camadas decídua, esponjosa e das vilosidades 

coriônicas da placenta de ratas. Resultados: O peso dos fetos tratados e de 

suas placentas foi menor que os do grupo controle, assim como o comprimento 

do cordão umbilical do grupo tratado foi mais curto que o dos fetos controles. 

Não houveram alterações na camada decídua. Na camada esponjosa 

placentária ocorreram alterações dos seguintes parâmetros: diâmetro maior, 

diâmetro médio, perímetro, área, volume, relação volume / área e  

excentricidade. Os parâmetros alterados nas vilosidades coriônicas foram os 

seguintes: diâmetro médio, perímetro, área, volume e relação volume / área. 

Conclusões: Este estudo demonstrou alteração placentária com o uso de 

ciclamato pela rata grávida, e sua repercussão no peso fetal e comprimento do 

cordão umbilical. 

 

Palavras-chave: 1. Ciclamato; 2. Placenta; 3. Cariometria.  
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Abstract 
 

Objective: To evaluate the effects of sodium cyclamate on the rat 

placenta by its administration in the period of embryogenesis. Method: The 

sodium cyclamate was administered by intraperitoneal route in rats of the 

treated group at the dose of    60 mg/kg, from the tenth to fourteenth day of 

gestation, while the equivalent volume of saline solution was given to the control 

group, by the same route. On the twentieth day of pregnancy, 10 fetuses   (5 

from each group) were chosen at random for study. The technique of cariometry 

was utilized for evaluation of nuclear parameters of cells in deciduous and 

spongy layers, and of chorionic villi in the rat placenta. Results: The weights of 

treated fetuses and their placentas were less than those of the control group, 

while umbilical-cord length in the treated group  was shorter than that in control 

fetuses. There were no alterations in the deciduous layer. In the placental 

spongy layer were found alterations of the following parameters: major 

diameter, mean diameter, perimeter, area, volume, the volume/area ratio and 

eccentricity. The altered parameters in chorionic villi were the following: mean 

diameter, perimeter, area, volume, the volume/area ratio. Conclusions: This 

study demonstrated placental alteration with the use of cyclamate by the 

pregnancy rat, and its repercussion in fetal weight and umbilical-cord length.         

 

Key-words: 1. Cyclamate; 2. Placenta; 3. Cariometry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O ciclamato, derivado do ácido N – ciclo – hexil – sulfâmico (CHS), é 

amplamente utilizado como adoçante artificial não calórico em alimentos e 

bebidas(1,2) e na indústria farmacêutica.(3) O ciclamato é inodoro e solúvel em 

água, álcool e propileno glicol,(4) é mais estável que o  aspartame e a sacarina, 

e suporta variações da temperatura.(3) 

Apresenta três formas diferentes de apresentação: ciclamato de sódio 

(C6H11NHSO3Na), ciclamato de cálcio (C12H24N2S2O6Ca) e ácido ciclâmico 

(C6H13NO3S).(5) 

O ciclamato foi descoberto em 1937 na Universidade de Illinois, EUA,(6) 

por Michael Sveda, que acidentalmente descobriu seu gosto adocicado, 30 

vezes mais doce que a sacarose mas sem o sabor amargo da sacarina.(7) (que 

é 300 vezes mais doce que a sacarose). No início de 1959, a Food and Drugs 

Administration  (FDA) adicionou o ciclamato na lista das substâncias seguras,(8) 

permitindo seu uso como adoçante artificial para diabéticos.  

A mistura de ciclamato e sacarina (edulcorantes de 1º geração) na 

proporção de 10:1 apresentou aumento de consumo nos Estados Unidos da 

América no final da década de 60. Em 1968 foram produzidas 7718 toneladas 

de ciclamato de sódio, sendo 69% utilizado em bebidas, 19% em adoçantes de 

mesa, 6% em alimentos, 4% em itens não alimentares e 2% exportado.(9) No 

ano seguinte, em 1969, houve elevação adicional no consumo desta 

substância atingindo um nível aproximadamente de 8943 toneladas naquele  

ano,(10) de acordo com Burbanki & Fraumeni. 
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Kojima & Ichibagase,(11) em 1966, verificaram que o ciclamato de sódio 

não era eliminado em sua forma original, mas metabolizado como 

ciclohexilamina. 

O ciclamato não é absorvido totalmente no intestino, nos seres humanos 

e outros animais.(8,12) Após sua absorção é eliminado na urina sem acumular-se 

no sangue ou tecidos.(13,14) A fração não absorvida é excretada nas fezes em 

sua maior parte, e quantidades variáveis são convertidas em ciclohexilamina, 

seu metabólito mais importante, por microorganismos que habitam o cólo e o 

cecum.(15,16)  

A ciclohexilamina, por sua vez, é rapidamente absorvida e excretada 

pelos rins, e também apresenta eliminação fecal. As taxas de excreção urinária 

de ciclamato e ciclohexilamina evidenciam que, após administrações 

prolongadas e em altas doses, pouco permanece nos fluidos e tecidos 

corporais.(13) 

Tal fato reproduz-se no trabalho de Schechter et al.,(17) no qual foi 

administrado em ratas prenhas, por via endovenosa, ciclamato marcado com 

C14, e estas sacrificadas em 5 minutos ou 7 horas após a citada administração. 

No primeiro grupo detectou-se, por auto-radiografias, pouca radioatividade fetal 

e intensa nos tecidos maternos, ao passo que após 7 horas, foi observado 

pequena radioatividade materna e intensa nos órgãos fetais, sugerindo que o 

feto tenha papel de depósito desta substância.  

Em 1970, Price et al.(18) observaram o desenvolvimento de tumores de 

bexiga(19) em ratos submetidos a altas doses de ciclamato, o que foi 
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interpretado pela Food and Drugs Administration (FDA) como uma substância 

possivelmente cancerígena.(6-8, 10,18-20) 

Em adição, Oser et al.,(21) verificaram a ocorrência de carcinomas 

papilares de bexiga em 12 de 70 ratos que receberam 2500 mg/Kg de peso 

corporal de ciclamato, pelo período de 78 a 105 semanas, através da dieta. 

Subseqüentemente a este estudo, o Departamento de Saúde e Educação 

Norte Americano concluiu que o ciclamato não apresentava qualquer valor para 

o tratamento do diabetes e obesidade,(9) e seu uso foi proibido nos Estados 

Unidos da América, e assim permanece até hoje.(6)  

Entretanto, em 1977, o Joint FAO / WHO Expert Committee on Food 

Additives (Comitê de Aditivos Alimentares da Organização Mundial de Saúde – 

OMS), aprovou o uso do ciclamato de sódio como aditivo alimentar em mais de 

40 países,(22) incluindo o Brasil, Alemanha, Finlândia, Paquistão, África da Sul e 

Suíça,(8) embora resultados experimentais apresentassem razões para sua não 

utilização. 

Apesar da afirmação de Assunção et al.(23) que o consumo desta 

substância pelos diabéticos brasileiros (em pelo menos 92% destes pacientes) 

é menor que 50 mg/kg de peso corporal (dose padronizada como ingestão 

diária aceitável naquela ocasião), sabe-se que é crescente a substituição da 

sacarose por edulcorantes ou adoçantes artificiais, e em mulheres gestantes há 

um grande risco, já que de acordo com Pitkin et al.,(24,25) o ciclamato de sódio 

atravessa a barreira placentária  atingindo uma concentração fetal desta 

substância equivalente a um quarto da concentração materna existente. Este 
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fato confirma as afirmações de Schechter et al.,(17) a respeito da presença de 

ciclamato nos órgãos fetais. 

Segundo dados mais recentes do Joint FAO / WHO Expert Committee on 

Food Additives (Comitê de Aditivos Alimentares da Organização Mundial de 

Saúde – OMS), a ingestão diária aceitável (IDA) do ciclamato corresponde, 

atualmente, a 11 mg/Kg de peso corporal.(26) 

De acordo com Collings,(27) o aumento da dose do ciclamato de sódio 

determina maior excreção de ciclohexilamina. No entanto, este autor verificou 

que o percentual desta conversão diminui com a elevação da dose do adoçante 

artificial.  

Nos seres humanos, a metabolização do ciclamato em ciclohexilamina 

não ocorre de forma homogênea. Cerca de 76% dos usuários convertem 

menos que 0,1% da dose do edulcorante em ciclohexilamina, enquanto 8 a 

10% desta população realiza a metabolização de 1% ou mais do produto, e 4% 

dos consumidores são grandes conversores    (conversão  de  20% ou mais da 

dose recebida).(8) 

Diversos estudos foram realizados com animais de laboratório para 

analisar a toxicidade deste adoçante e da sua associação com a sacarina,(28,29) 

com poucas alterações fisiopatológicas conseqüentes a administração destas 

substâncias, mesmo em altas dosagens.(22) 

Segundo Kroes et al.,(30) num estudo sobre a toxicidade a longo prazo do 

ciclamato, ciclohexilamina e sacarina, e seus efeitos na reprodução por seis 

gerações, envolvendo 2400 ratos, houve ausência de efeito teratogênico e de 
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complicações na fase reprodutiva, com exceção da ciclohexilamina, que foi 

considerada embriotóxica quando em concentração de 0,5%. 

O edulcorante artificial em estudo consumido em elevadas quantidades 

por seres humanos causa diarréia devido ao seu efeito osmótico, segundo 

Egeberg et al.,(9) visto que não há evidências de agravo de patologias do 

sistema digestório. 

Takayama et al.(31) realizou um estudo com macacos sendo administrados 

por via oral 100 mg e 500 mg/Kg de peso da referida substância, cinco vezes 

por semana, durante o período de 24 anos. Os resultados mostraram apenas 

espermatogênese irregular e casos esporádicos de diferentes malignidades. 

Segundo os mesmos autores, estas evidências não são claramente 

relacionadas ao edulcorante estudado. 

Boop et al.(22) apresentaram extensa revisão sobre ciclamato e 

ciclohexilamina em diversos órgãos e sistemas, não evidenciando efeitos 

adversos importantes atribuíveis ao edulcorante em estudo. 

De outra forma, avaliando 39 substâncias consideradas aditivos 

alimentares quanto à toxicidade em vários órgãos (estômago, rim, fígado, 

bexiga urinária, cólon, pulmão, cérebro e medula óssea), entre elas o 

ciclamato, Sasaki et al.(32) constataram que após 3 horas e também após 24 

horas de dose única oral de 2000 mg/Kg da referida substância, ocorreram 

danos significativos ao DNA (ácido desoxirribonucléico) de células do 

estômago, cólon, rim e bexiga. 

Estudos envolvendo a placenta e diversas outras substâncias como o 

chumbo(33) e amicacina,(34) apresentaram interferência no órgão  através da 



 
Introdução 

7

morfometria alterada no trabalho com o chumbo, e diminuição dos pesos 

placentários e encurtamento dos cordões umbilicais em ambas as pesquisas. 

Outras investigações do edulcorante ciclamato de sódio com o rim(35) e 

com o fígado,(36) também mostraram, além de alterações nos respectivos 

órgãos avaliados, diminuição dos pesos placentários e encurtamento dos 

cordões umbilicais. 

Em estudo com macacos recebendo dose única oral de 4 e 8 g/Kg de 

peso corporal de ciclamato de sódio, Stein et al.(37)  encontraram vacuolização 

dos hepatócitos estudados. Um trabalho posterior do mesmo grupo contrariou 

as informações relatadas inicialmente. 

Taylor et al.,(38) concluíram que a administração deste aditivo alimentar 

para animais, mesmo em doses agudas, não determina a ocorrência de 

distúrbios que poderiam ser atribuídos ao edulcorante. Este relato detecta, 

contudo, que os animais que receberam 400 mg/Kg da substância por 38 dias, 

desenvolveram lesões inflamatórias no fígado e rim, as quais foram atribuídas 

ao ciclamato de sódio.  

Os produtos diet e/ou light trazem consigo a idéia do alcance de um corpo 

bonito, e sobretudo saudável.(39) O mercado diet / light  a cada ano mostra-se 

cada vez mais robusto. As pessoas querem evitar ingerir excesso de calorias 

ou necessitam limitar a ingestão de açúcar por razões médicas.(6)  

A crescente busca de dietas saudáveis e padrões sórdidos de beleza 

fazem as vendas de adoçantes dietéticos aumentarem mais de 10% ao ano 

(dados da ABIAD – Associação Brasileira da Indústria de Alimentos 

Dietéticos(39)). 
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Esse mercado cresce, e as suas cifras também; ajudado pela população 

de diabéticos e obesos no mundo (segundo a Newsweek, em agosto de 2003 

totalizavam 300 milhões de obesos, dos quais 60% ou 176 milhões são 

diabéticos), esse mercado movimentou U$ 1 bilhão em 1998, e em 2003 

registrou faturamento de U$ 2,5 bilhões.(39) Segundo a ABIAD – Associação 

Brasileira da Indústria de Alimentos Dietéticos, a estimativa de faturamento 

em 2005 gira em torno de U$ 7 bilhões.(39) 

Se no passado essa indústria vendia apenas o amargo a um público 

doente (diabéticos, hipertensos e obesos), hoje a concepção é outra:(39) baixa 

caloria, pouca gordura, menos sal, tudo isso é sinônimo de boa saúde. Tudo é 

sinônimo de diet ou ligth, produtos que tem ausência total de pelo menos um 

de seus componentes (açúcar, proteínas, gordura ou sal) ou produtos que tem 

pelo menos 25% a menos de calorias (em açúcar, proteínas, gordura ou sal), 

respectivamente.(39) 

Produtos diet e/ou light  estão no apogeu de seu consumo; suas vendas 

avançam sem restrição. As pessoas cada vez mais interessadas em comer o 

mais doce do açúcar, sem engordar um grama por isso.(35) 

Há no mundo 7 mil títulos de produtos diet e/ou light distribuídos em 750 

categorias.(39)  

Tudo isto aliada a avidez dos consumidores por qualidade de vida e 

corpos perfeitos, fez com que as indústrias de edulcorantes buscassem a 

melhoria do sabor dos produtos diet e/ou light. Com o avanço tecnológico, 

produzem edulcorantes com dulçor cada vez mais acentuado, e sabor o mais 

próximo possível do açúcar.(39) 
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Alguns aspectos da literatura científica têm ressaltado a importância da 

substituição da sacarose pelo edulcorante em estudo ou outros adoçantes, pela 

necessidade de controle do peso corporal,(9) o adequado controle da glicemia 

no diabetes mellitus(23)  e a redução de cáries dentárias.(40,41)     

E apesar do potencial benefício da substituição do açúcar por adoçantes 

artificiais, seu uso alargado pode privar o consumo de alimentos com nutrientes 

mais saudáveis e essenciais. É importante lembrar que moderação é a 

palavra-chave para todas as formas de alimentos e/ou adoçantes artificiais, e 

que alimentos com adoçantes artificiais não são necessariamente livres de 

calorias.(6)   

Existem diversos adoçantes de mesa a base de ciclamato e sacarina em 

uso no Brasil, sendo que os mais vendidos apresentam a proporção de duas 

partes de ciclamato para 1 parte de sacarina.(42,43)   

Estudos mais recentes em animais têm falhado em demonstrar que o 

ciclamato é carcinogênico ou co-carcinogênico. Entretanto, outros estudos 

deverão ser realizados antes do ciclamato ser aprovado para uso comercial 

como aditivo alimentar nos Estados Unidos da América (EUA).(20) 

Vale ressaltar que pesquisas com animais de laboratório possibilitam 

obter, em pouco tempo e em condições controladas, informações a respeito do 

potencial tóxico de substâncias químicas sobre o organismo em 

desenvolvimento, segundo Arruda et al.(35)  

Importante destacar também, que a maior parte das publicações de 

pesquisas sobre efeitos do ciclamato de sódio ocorreram nas décadas de 1960 
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e 1970, reduzindo-se em seguida, em grande parte devido a proibição do uso 

desta substância pelo FDA nos Estados Unidos da América.(9)  

Finalizando ainda, a despeito da importância do órgão placentário, há 

uma escassez de estudos envolvendo a placenta e edulcorantes em geral, e o 

ciclamato de sódio em particular.  

Assim, este estudo representa uma avaliação morfométrica (cariométrica) 

do tecido placentário de ratas submetido a ação do ciclamato de sódio, 

mostrando a relevância desta investigação. 

                

1.1. Objetivos 

 

O objetivo deste estudo será avaliar as alterações morfométricas 

placentárias detectadas em ratas submetidas a administração intraperitoneal 

de ciclamato de sódio do décimo ao décimo quarto dia de gravidez, e suas 

repercussões nos desenvolvimentos do feto e cordão umbilical, da seguinte 

maneira: 

• avaliação do crescimento fetal intrauterino através dos pesos do feto 

e da placenta e do comprimento do cordão umbilical; 

• avaliação morfométrica do núcleo das células placentárias de ratas. 
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2. MATERIAL E MÉTODO 
 
 

2.1. Material 

 

2.1.1. O Animal 

               

No presente estudo as placentas de 10 ratas no 20º dia de gestação 

foram avaliadas, divididas em dois grupos, sendo 5 (cinco) placentas do grupo 

tratado e 5 (cinco) placentas do grupo controle, escolhidas ao acaso; 

 Para obtenção das placentas foram utilizadas 10 (dez) ratas albinas, 

variedade Wistar, constituindo dois grupos de 5 (cinco) animais cada, grupos 

tratado e controle, com idade média de 50 dias e peso médio de 240 g.  

           

2.1.2. Período de Adaptação 

 

De acordo com o protocolo, após aprovação do projeto de pesquisa pelo 

Comitê de Ética em Experimentação com Animais (CEEA) da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto (FAMERP), os animais foram removidos do 

Biotério e permaneceram no Laboratório de Pesquisa da FAMERP.  

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com temperatura e luz 

ambiente, e receberam água e ração comercial ad libitum pelo período de 7 

(sete) dias, para adaptação dos mesmos.  

A distribuição das ratas em cada grupo, tratado e controle, foi realizada 

por meio de sorteio. 
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2.1.3. Período de Acasalamento 

 

 Após a adaptação ao novo ambiente, as ratas foram colocadas em 

gaiolas comunitárias na proporção de 4 (quatro) fêmeas para 1 (um) macho, 

para acasalamento noturno. 

 

2.1.4. Determinação do 1º (primeiro) Dia de Prenhez da Rata 

 

Na manhã seguinte ao período noturno de acasalamento e com a 

realização de esfregaços vaginais, é definido o diagnóstico do 1º dia da 

gravidez com a detecção de espermatozóides presentes ao microscópio óptico. 

A partir de então, as ratas foram pesadas em balança de precisão e ficaram em 

gaiolas individuais recebendo água e ração comercial ad libitum.  

 

2.1.5. Tratamento 

 

As 5 (cinco) ratas do grupo tratado receberam dose única e diária de 60 

mg/Kg de peso corpóreo de ciclamato de sódio, intraperitonealmente, do 10º ao 

14º dia de gestação. As 5 (cinco)  ratas do grupo controle receberam, pela 

mesma via, volume equivalente de solução salina (cloreto de sódio) a 0,9%. 
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2.1.6. Técnica de Dissecção e Pesagem 

 

No 20º dia de gravidez, as ratas foram sacrificadas por inalação de éter 

sulfúrico e, por meio de incisão ampla no abdome e útero, os fetos e anexos 

fetais (placentas e cordões umbilicais) foram retirados e imediatamente imersos 

em solução de Alfac (álcool a   80% – 85 ml + formalina – 10 ml + ácido acético 

– 5 ml), na qual permaneceram por 24 horas.  

Todos os fetos (escolhidos um de cada rata, ao acaso) e suas respectivas 

placentas, após fixação, foram limpos, secados em papel de filtro e pesados 

em balança de precisão Labof (Laboratorium  Felszerelése, Budapeste, 

Hungria). 

Os cordões umbilicais foram medidos com régua milimetrada. Em 

seguida, as estruturas foram imersas em álcool a 80% para conservação.  

 

2.2. Método 

 

2.2.1. Técnica Histológica 

 

Os animais do grupo tratado e do grupo controle, após a fixação na 

solução de Alfac, foram desidratados, diafanizados e incluídos em parafina. O 

material obtido foi então seccionado, obtendo-se cortes semi-seriados de 6 μm 

de espessura e corado pela hematoxilina-eosina no Laboratório de 

Histotecnologia da Faculdade de Odontologia da Fundação Educacional de 

Barretos – FEB.   
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2.2.2. Cariometria 

 

Para estimar os parâmetros nucleares das células placentárias nos 

grupos estudados foi utilizado o microscópio óptico Hund H500 Wetzlar (Helmut 

Hund Gmbh, Alemanha), com objetiva de imersão (aumento de 100 vezes) 

munido de câmara clara Leitz Wetzlar (Alemanha) adaptada.  

Foram avaliados os seguintes elementos placentários: decídua, camada 

esponjosa e vilosidades coriônicas placentárias. 

Os núcleos foram projetados sobre folha de papel sulfite branca com 

aumento final de 1240 vezes. As imagens nucleares obtidas (50 imagens de 

cada estrutura avaliada de cada uma das placentas, nos grupos tratado e 

controle, num total de 1500 imagens), foram então contornadas com lápis preto 

número 2 (dois), com o cuidado de anotar-se somente as imagens elípticas. 

Para a obtenção dos diâmetros, foram medidos com régua milimetrada os 

eixos maior (D) e menor (d) das imagens elípticas referidas. 

Após a determinação dos eixos citados em milímetros e com a utilização 

de um Software (NUC) desenvolvido no Departamento de Estomatologia da 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(FORP-USP), foram calculados os seguintes parâmetros nucleares: Diâmetro 

maior, Diâmetro menor, Diâmetro médio, Relação Diâmetro maior / Diâmetro 

menor, Perímetro, Área nuclear, Volume nuclear, Relação volume / área, 

Excentricidade, Coeficiente de forma e Índice de contorno.  
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1. Diâmetro maior 

2. Diâmetro menor 

3. Diâmetro médio: M = (D.d) ½  

4. Relação entre diâmetro maior e diâmetro menor : D/d 

5. Perímetro: P = (π/2) [1.5 x (D + d) – M] 

6. Área: A= π M2 / 4 

7. Volume: V = π / 6 M3 

8. Relação entre volume e área: 3/2 M 

9. Excentricidade: E = (D + d) ½  (D – d) ½ / D 

10. Coeficiente de forma: F= 4 π A/P ½  

11. Índice de contorno: I = P / (A) ½  

 

2.3. Análise estatística  

 

Para o confronto estatístico dos resultados obtidos nos grupos tratado e 

controle, foi utilizado a prova U de Mann-Whitney.  

Para a análise estatística dos resultados deste estudo, assim como para 

os diversos cálculos matemáticos envolvidos nos estudos morfométricos dos 

dados, foram utilizados programas para computador do tipo IBM-PC em 

linguagem BASIC AVANÇADO (BASICA), visando o processamento dos dados 

experimentais, programas estes elaborados por Maia Campos e Sala, do 

Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo (FORP-USP).  
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3. RESULTADOS 
 

 

Os parâmetros quantitativos de peso fetal dos grupos controle e tratado 

com ciclamato de sódio, assim como sua análise estatística, podem ser vistos 

na tabela 1. Verifica-se que a média do peso corporal, em gramas, dos animais 

tratados (2,31 g) apresenta-se diminuída em relação aos controles (2,94 g), 

mostrando diferença estatisticamente significante entre os grupos.  

 

Tabela 1. Valores médios do peso corporal (g) de fetos de ratos controles (C) e 

tratados com Ciclamato de Sódio (T).  Teste de Mann-Whitney.  

C T 

2,98 2,25 

3,10 2,41 

3,02 2,30  

2,86 2,43 

2,72 2,20 

又 又 

2,94 2,31 

U calc: 0* 

p [U]: 0,004 
*estatisticamente significante para α  < 0,01. 

 

O peso da placenta dos grupos controle e tratado com ciclamato de sódio, 

assim como sua análise estatística, podem ser vistos na tabela 2. Observa-se 
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que a média do peso da placenta, em gramas, dos animais tratados (0,29 g) 

apresenta-se diminuída em relação aos controles (0,44 g), também mostrando 

diferença  estatisticamente significante entre os grupos. 

 

Tabela 2. Valores médios dos pesos das placentas (g) de fetos de ratos 

controles (C) e tratados com Ciclamato de Sódio (T).  Teste de 

Mann-Whitney. 

C T 

0,41 0,26 

0,46 0,31 

0,45 0,29  

0,41 0,28 

0,48 0,32 

又 又 

0,44 0,29 

U calc: 0* 

p [U]: 0,004 
*estatisticamente significante para α < 0,01. 

 

O comprimento do cordão umbilical dos grupos controle e tratado com 

ciclamato de sódio, assim como sua análise estatística, podem ser vistos na 

tabela 3. É mostrado que a média do comprimento do cordão umbilical, em 

centímetros, dos animais tratados (1,93 cm) apresenta-se diminuída em 

relação aos controles  (2,12 cm), e da mesma forma apresenta, mais uma vez, 

diferença  estatisticamente significante entre os grupos. 
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Tabela 3. Valores médios dos comprimentos dos cordões umbilicais (cm) de 

fetos de ratos controles (C) e tratados com Ciclamato de Sódio (T).  

Teste de Mann-Whitney. 

C T 

2,23 1,91 

2,02 2,03 

2,01 1,94  

2,24 2,07 

2,11 1,75 

又 又 

2,12 1,93 

U calc: 4* 

p [U]: 0,048 
*estatisticamente significante para α < 0,05. 

 

Na análise da cariometria placentária de ratas dos grupos controle e 

tratado com ciclamato de sódio, é verificado na avaliação dos parâmetros da 

decídua placentária em relação aos diâmetros maior e menor (μm) destes 

núcleos o que mostra a tabela 4.  Observa-se que a média do diâmetro maior 

(19,43) dos animais controles e a média do diâmetro maior (19,43) dos animais 

tratados, assim como a média do diâmetro menor (13,75) dos animais controles 

e a média do diâmetro menor (13,37) dos animais tratados não mostram 

diferença estatisticamente significante entre os grupos.   
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Tabela 4. Valores médios dos Diâmetros Maior e Menor (μm) dos núcleos da 

decídua da placenta de ratas controles (C) e tratadas com Ciclamato 

de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

       Diâmetro Maior         Diâmetro Menor 

C T C T 

20,27 22,06 14,26 15,58 

21,06 20,13 14,71 13,02 

16,58 18,10 11,18 12,82 

21,27 17,61 15,53 12,19 

17,98 19,27 13,06 13,26 

又 又 又 又 

19,43 19,43 13,75 13,37 

U calc: 12** U calc: 10** 

                   p[U]: 0,500                      p[U]: 0,345   
**estatisticamente não significante. 

                

Na avaliação dos parâmetros da decídua placentária em relação diâmetro 

médio (μm) e relação diâmetro maior/diâmetro menor destes núcleos, é 

observado o que mostra a tabela 5.  

Verifica-se que a média do diâmetro médio (16,26) dos animais controles 

e a média do diâmetro médio (16,03) dos animais tratados, assim como a 

média da relação D/d (1,47) dos animais controles e a média da relação D/d 

(1,51) dos animais tratados não mostram diferença estatisticamente significante 

entre os grupos.   
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Tabela 5. Valores médios do Diâmetro Médio (μm) e Relação Diâmetro 

Maior/Diâmetro Menor dos núcleos da decídua da placenta de 

ratas controles (C) e tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de 

Mann-Whitney. 

      Diâmetro Médio            Relação D/d 

C T C T 

16,87 18,47 1,50 1,46 

17,53 16,08 1,46 1,60 

13,50 15,14 1,57 1,47 

18,11 14,56 1,40 1,51 

15,27 15,89 1,40 1,52 

又 又 又 又 

16,26 16,03 1,47 1,51 

U calc: 11** U calc: 7** 

                  p[U]: 0,421                    p[U]: 0,155 
**estatisticamente não significante. 

              

Na avaliação da decídua placentária em relação ao volume (μm3) e área 

(μm2) nucleares, observa-se o mostrado na tabela 6.  

Verifica-se que a média do volume nuclear (2689,40) dos animais 

controles e a média do volume nuclear (2423,86) dos animais tratados, assim 

como a média da área nuclear (220,40) dos animais controles e a média da 

área nuclear (209,85) dos animais tratados não mostram diferença 

estatisticamente significante entre os grupos.   
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Tabela 6. Valores médios do Volume (μm3) e Área (μm2) Nucleares dos 

núcleos da decídua da placenta de ratas controles (C) e tratadas 

com Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

Volume Nuclear Área Nuclear 

C T C T 

2820,10 3629,53 232,27 276,55 

3003,85 2304,01 246,33 207,04 

1526,34 2024,16 151,10 186,59 

3906,45 1730,15 278,78 170,44 

2190,25 2431,47 193,51 208,61 

又 又 又 又 

2689,40 2423,86 220,40 209,85 

U calc: 10** U calc: 10** 

                   p[U]: 0,345                      p[U]: 0,345  
**estatisticamente não significante. 

 

 

Também ao ser avaliada a decídua placentária em relação ao perímetro 

(μm) nuclear e relação volume/área observa-se ilustrado na tabela 7.  

Verifica-se que a média do perímetro nuclear (52,65) dos animais 

controles e a média do perímetro nuclear (52,13) dos animais tratados, assim 

como a média da relação V/A (10,84) dos animais controles e a média da 

relação V/A (10,69) dos animais tratados não mostram diferença 

estatisticamente significante entre os grupos.   
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Tabela 7. Valores médios do Perímetro (μm) e Relação Volume/Área dos 

núcleos da decídua da placenta de ratas controles (C) e tratadas 

com Ciclamato de Sodio (T). Teste de Mann-Whitney. (*) 

             Perímetro Nuclear  Relação V/A 

C T C T 

54,87 59,69 11,25 12,31 

56,75 52,83 11,69 10,72 

44,19 49,07 9,00 10,10 

58,27 47,36 12,08 9,71 

49,17 51,69 10,18 10,59 

又 又 又 又 

52,65 52,13 10,84 10,69 

U calc: 11** U calc: 11** 

                   p[U]: 0,421                    p[U]: 0,421 
**estatisticamente não significante. 

 

Na análise da decídua placentária em relação a excentricidade, 

coeficiente de forma e índice de contorno, observa-se o que mostra a tabela 8.  

É verificado que a média da excentricidade (0,66), do coeficiente de forma 

(0,94) e do índice de contorno (3,66) nucleares dos animais controles não 

mostram diferença estatisticamente significante quando comparados aos 

valores do grupo tratado (0,69, 0,93 e 3,68, respectivamente).   
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Tabela 8. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e Índice de 

Contorno dos núcleos da decídua da placenta de ratas controles (C) 

e tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

 Excentricidade   Coeficiente de Forma Índice de Contorno 

C T C T C T 

0,65 0,68 0,93 0,94 3,68 3,65 

0,68 0,73 0,94 0,92 3,65 3,71 

0,68 0,66 0,92 0,94 3,70 3,66 

0,66 0,68 0,95 0,93 3,63 3,68 

0,65 0,68 0,95 0,93 3,64 3,68 

又 又 又 又 又 又 

0,66 0,69 0,94 0,93 3,66 3,68 

U calc: 6** U calc: 10** U calc: 7** 

p[U]: 0,111 p[U]: 0,345 p[U]: 0,155 
**estatisticamente não significante. 

 

Os parâmetros cariométricos da camada esponjosa placentária dos 

grupos controle e tratado com ciclamato de sódio, e sua análise estatística, 

podem ser vistos nas tabelas 9 a 13. Em relação aos diâmetros maior e menor 

(μm) destes núcleos, segundo a tabela 9, a média do diâmetro maior (15,54) 

dos animais tratados é menor de maneira estatisticamente significante que a 

média do diâmetro maior (17,08) dos animais controles; no entanto, a média do 

diâmetro menor (11,00) do grupo tratado e a média do diâmetro menor (11,83) 

do grupo controle não tem diferença estatística entre si.   
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Tabela 9. Valores médios dos Diâmetros Maior e Menor (μm) dos núcleos da 

camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e tratadas com 

Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

       Diâmetro Maior         Diâmetro Menor 

C T C T 

17,40 16,45 12,23 11,34 

18,11 15,08 12,82 10,90 

16,02 15,90 10,31 11,31 

16,71 13,90 11,34 10,21 

17,19 16,40 12,47 11,26 

又 又 又 又 

17,08 15,54 11,83 11,00 

U calc: 2* U calc: 5** 

p[U]: 0,016   p[U]: 0,075   
*estatisticamente significante; **estatisticamente não significante. 

 

Na avaliação do diâmetro médio (μm) e relação diâmetro maior/diâmetro 

menor destes núcleos, de acordo com a tabela 10, verifica-se que a média do 

diâmetro médio (13,01) dos animais tratados é menor de maneira 

estatisticamente significante que a média do diâmetro médio (14,15) dos 

animais controles; no entanto, a média da relação D/d (1,44) dos animais 

tratados e a média da relação D/d (1,48) dos animais controles não mostram 

diferença estatística entre si.   
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Tabela 10. Valores médios do Diâmetro Médio (μm) e Relação Diâmetro 

Maior/Diâmetro Menor dos núcleos da camada esponjosa da 

placenta de ratas controles (C) e tratadas com Ciclamato de Sódio 

(T). Teste de Mann-Whitney. 

       Diâmetro Médio            Relação D/d 

C T C T 

14,50 13,58 1,47 1,51 

15,18 12,78 1,45 1,41 

12,77 13,35 1,60 1,43 

13,71 11,86 1,50 1,39 

14,60 13,50 1,40 1,48 

又 又 又 又 

14,15 13,01 1,48 1,44 

U calc: 4* U calc: 9** 

p[U]: 0,048 p[U]: 0,274   
*estatisticamente significante; **estatisticamente não significante. 

 

Em relação ao volume (μm3) e área (μm2) nucleares da camada 

esponjosa, observa-se o mostrado na tabela 11.  

Nota-se que a média do volume nuclear (1398,07) dos animais tratados é 

menor de maneira estatisticamente significante que a média do volume nuclear 

(1921,11) dos animais controles, assim como a média da área nuclear (141,73) 

dos animais tratados também é menor de maneira estatisticamente significante 

que a média da área nuclear (171,45) dos animais controles. 
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Tabela 11. Valores médios do Volume (μm3) e Área (μm2) Nucleares dos 

núcleos da camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e 

tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

Volume Nuclear Área Nuclear 

C T C T 

2206,84 1550,38 184,11 152,90 

2278,29 1403,60 194,40 139,09 

1413,55 1498,79 139,65 149,23 

1644,48 991,17 157,74 115,16 

2062,40 1546,43 181,36 152,30 

又 又 又 又 

1921,11 1398,07 171,45 141,73 

U calc: 3* U calc: 3* 

p[U]: 0,028 p[U]: 0,028   
*estatisticamente significante. 

 

Na avaliação do perímetro (μm) nuclear e relação volume/área verifica-se 

o ilustrado na tabela 12.  

De acordo com a mesma, a média do perímetro nuclear (42,11) dos 

animais tratados é menor de maneira estatisticamente significante que a média 

do perímetro nuclear (45,90) dos animais controles, assim como a média da 

relação V/A (8,67) dos animais tratados também é menor de maneira 

estatisticamente significante que a média da relação V/A ( 9,43 ) dos animais 

controles. 
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Tabela 12. Valores médios do Perímetro (μm) e Relação Volume/Área dos 

núcleos da camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e 

tratadas com Ciclamato de Sodio (T). Teste de Mann-Whitney. (*) 

Perímetro Nuclear Relação V/A 

C T C T 

47,03 44,15 9,67 9,05 

49,04 41,15 10,12 8,52 

41,96 43,14 8,51 8,90 

44,55 38,18 9,14 7,91 

46,96 43,96 9,73 9,00 

又 又 又 又 

45,90 42,11 9,43 8,67 

U calc: 3* U calc: 4* 

p[U]: 0,028 p[U]: 0,048   
*estatisticamente significante. 

 

Na análise da camada esponjosa placentária em relação a excentricidade, 

coeficiente de forma e índice de contorno nucleares, observa-se o que mostra a 

tabela 13. Segundo a mesma, a média da excentricidade (0,65) do grupo 

tratado é menor de maneira estatisticamente significante que a média da 

excentricidade  (0,68) do grupo controle. Por outro lado, o coeficiente de forma 

e o índice de contorno nucleares do grupo tratado (0,94 e 3,65) e do grupo 

controle (0,94 e 3,66)  não mostram diferença estatística entre si. 
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Tabela 13. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e Índice de 

Contorno dos núcleos da camada esponjosa da placenta de ratas 

controles (C) e tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de 

Mann-Whitney. 

Excentricidade Coeficiente de Forma Índice de Contorno 

C T C T C T 

0,66 0,69 0,94 0,93 3,67 3,68 

0,68 0,66 0,94 0,95 3,65 3,64 

0,73 0,65 0,92 0,95 3,71 3,64 

0,71 0,62 0,94 0,95 3,67 3,63 

0,66 0,65 0,96 0,94 3,63 3,67 

又 又 又 又 又 又 

0,68 0,65 0,94 0,94 3,66 3,65 

U calc: 4* U calc: 10** U calc: 8** 

p[U]: 0,048 p[U]: 0,345 p[U]: 0,210 
*estatisticamente significante; **estatisticamente não significante. 

 

Os parâmetros cariométricos das vilosidades coriônicas placentárias dos 

grupos controle e tratado com ciclamato de sódio, e sua análise estatística, 

podem ser vistos nas tabelas 14 a 18. Em relação aos diâmetros maior e 

menor (μm) destes núcleos, conforme ilustra a tabela 14, observa-se que a 

média do diâmetro maior (11,46) dos animais tratados e a média do diâmetro 

maior (12,21) dos animais controles, assim como a média do diâmetro menor 

(7,82) dos animais tratados e a média do diâmetro menor (8,30) dos animais 

controles não mostram diferença estatisticamente significante.   
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Tabela 14. Valores médios dos Diâmetros Maior e Menor (μm) dos núcleos das 

vilosidades coriônicas da placenta de ratas controles (C) e tratadas 

com Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-Whitney. 

       Diâmetro Maior         Diâmetro Menor 

C T C T 

11,52 12,10 8,13 8,45 

13,11 11,69 8,16 7,82 

12,05 11,31 8,11 7,48 

12,95 11,23 9,37 7,85 

11,44 10,97 7,76 7,50 

又 又 又 又 

12,21 11,46 8,30 7,82 

U calc: 5** U calc: 6** 

p[U]: 0,075 p[U]: 0,111   
**estatisticamente não significante. 

 

Na avaliação do diâmetro médio (μm) e relação diâmetro maior/diâmetro 

menor destes núcleos, de acordo com a tabela 15, verifica-se que a média do 

diâmetro médio (9,41) dos animais tratados é menor de maneira 

estatisticamente significante que a média do diâmetro médio (10,02) dos 

animais controles; no entanto, a média da relação D/d (1,51) dos animais 

tratados e a média da relação D/d (1,50) dos animais controles não mostram 

diferença estatística entre si.   
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Tabela 15. Valores médios do Diâmetro Médio (μm) e Relação Diâmetro 

Maior/Diâmetro Menor dos núcleos das vilosidades coriônicas da 

placenta de ratas controles (C) e tratadas com Ciclamato de Sódio 

(T). Teste de Mann-Whitney. 

Diâmetro Médio Relação D/d 

C T C T 

9,63 10,07 1,45 1,47 

10,28 9,51 1,64 1,54 

9,84 9,14 1,52 1,57 

10,97 9,33 1,42 1,49 

9,38 9,02 1,50 1,50 

又 又 又 又 

10,02 9,41 1,50 1,51 

U calc: 4* U calc: 10** 

p[U]: 0,048 p[U]: 0,345   
*estatisticamente significante; **estatisticamente não significante. 

 

Em relação ao volume (μm3) e área (μm2) nucleares das vilosidades 

coriônicas, observa-se o mostrado na tabela 16.  

Nota-se que a média do volume nuclear (466,51) dos animais tratados é 

menor de maneira estatisticamente significante que a média do volume nuclear 

(563,00) dos animais controles, assim como a média da área nuclear (71,16) 

dos animais tratados também é menor de maneira estatisticamente significante 

que a média da área nuclear (80,63) dos animais controles. 
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Tabela 16. Valores médios do Volume (μm3) e Área (μm2) Nucleares dos 

núcleos das vilosidades coriônicas da placenta de ratas controles 

(C) e tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de Mann-

Whitney. 

               Volume Nuclear Área Nuclear 

C T C T 

500,52 573,35 74,55 81,57 

603,56 470,44 84,65 72,10 

522,37 430,88 77,23 67,26 

737,13 449,04 96,64 69,62 

451,43 408,88 70,11 65,27 

又 又 又 又 

563,00 466,51 80,63 71,16 

U calc: 4* U calc: 4* 

p[U] : 0,048 p[U] : 0,048   
*estatisticamente significante. 

Na avaliação do perímetro (μm) nuclear e relação volume/área verifica-se 

o ilustrado na tabela 17.  

De acordo com a mesma, a média do perímetro nuclear (30,63) dos 

animais tratados é menor de maneira estatisticamente significante que a média 

do perímetro nuclear (32,60) dos animais controles, assim como a média da 

relação V/A (6,27) dos animais tratados também é menor de maneira 

estatisticamente significante que a média da relação V/A (6,67) dos animais 

controles. 
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Tabela 17. Valores médios do Perímetro (μm) e Relação Volume/Área dos 

núcleos das vilosidades coriônicas da placenta de ratas controles 

(C) e tratadas com Ciclamato de Sodio (T). Teste de Mann-

Whitney. (*) 

             Perímetro Nuclear Relação V/A 

C T C T 

31,16 32,59 6,42 6,72 

33,97 31,04 6,85 6,34 

32,04 29,92 6,56 6,09 

35,36 30,30 7,31 6,22 

30,49 29,34 6,25 6,02 

又 又 又 又 

32,60 30,63 6,67 6,27 

U calc: 4* U calc: 4* 

p[U]: 0,048 p[U]: 0,048   
*estatisticamente significante.  

 

Na análise das vilosidades coriônicas placentárias em relação a 

excentricidade, coeficiente de forma e índice de contorno nucleares, observa-

se o que mostra a tabela 18. É verificado que a média da excentricidade (0,69), 

do coeficiente de forma (0,93) e do índice de contorno (3,67) nucleares dos 

animais tratados não mostram diferença estatisticamente significante quando 

comparados aos valores do grupo controle (0,69, 0,93 e 3,67, 

respectivamente).   
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Tabela 18. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e Índice de 

Contorno dos núcleos das vilosidades coriônicas da placenta de 

ratas controles (C) e tratadas com Ciclamato de Sódio (T). Teste de 

Mann-Whitney. 

Excentricidade Coeficiente de Forma Índice de Contorno 

C T C T C T 

0,66 0,69 0,94 0,94 3,65 3,66 

0,75 0,70 0,91 0,93 3,73 3,69 

0,70 0,71 0,93 0,92 3,68 3,70 

0,65 0,67 0,95 0,94 3,64 3,67 

0,70 0,69 0,94 0,93 3,67 3,67 

又 又 又 又 又 又 

0,69 0,69 0,93 0,93 3,67 3,67 

U calc: 12** U calc: 12** U calc: 9** 

p[U]: 0,500 p[U]: 0,500 p[U]: 0,274 
**estatisticamente não significante. 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1. O Animal de Experimentação  

 

A necessidade de investigações e experimentos científicos é fundamental 

para a evolução da Ciência. E a experimentação com animais têm permitido 

grandes avanços no conhecimento biológico, com benefícios inequívocos à 

saúde do ser humano, em relação à tratamento e prevenção de diversas 

enfermidades, no âmbito individual ou populacional.(44)  

Em todo o mundo, no campo da medicina, depende-se do uso de animais 

de experimentação para realização de ensaios de novas substâncias (com 

registro empírico de seus benefícios, contra-indicações e efeitos colaterais), e 

procedimentos de prevenção, diagnóstico e tratamento em seres humanos, das 

mais variadas afecções.(44) 

Desta forma, são muitos os campos da investigação biomédica em que, 

pelo menos num futuro próximo, ainda há a necessidade de experimentos com 

animais, e sua substituição por métodos alternativos não reproduz o modelo 

biológico que satisfaça, com propriedade, o complexo conjunto representado 

pelo ser vivo vertebrado. Um animal com vida e intacto é muito mais que uma 

soma de reações celulares, tecidos e órgãos independentes.(44) Existem 

complexas interações num animal completo que os métodos alternativos de 

experimentação, biológicos ou não, não conseguem reproduzir.  

De acordo com as Normas Internacionais para a Investigação Biomédica 

com Animais (criadas no Consenso de Organizações Internacionais de 
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Ciências Médicas)(44) há de respeitar-se alguns princípios básicos para a 

pesquisa com animais, entre os quais destaca-se o que estabelece que  “os 

animais selecionados para um experimento devem ser da espécie e qualidade 

apropriadas para o mesmo e seu número deve constituir-se no mínimo 

necessário para obter resultados cientificamente válidos”,(44) o que foi 

adequadamente realizado por este estudo.     

 

4.2. A Cariometria 

 

 A morfometria (onde também encontra-se inserida a cariometria), tem a 

palavra formada pelo radical grego morphé, que significa a forma, associado ao 

radical grego metrikós, ou do latim metricu, que significa o ato de medir ou o 

processo de estabelecer dimensões.(45) Desta maneira, sendo carios (núcleo), 

a cariometria é a parte da morfometria responsável pelo ato de medir núcleos. 

 Embora o termo morfometria tenha aplicação ampla na Ciência, o sentido 

em biomedicina seria, em última análise, a “atividade de medir estruturas 

anatômicas”.(45)  

 Esta maneira de quantificar (morfometria e cariometria) tem demonstrado 

ser uma importante metodologia para avaliar objetivamente as alterações 

morfológicas que ocorrem tanto em condições patológicas como em estudos 

experimentais.(46)  

 Trata-se de um procedimento simples para estimar alguns parâmetros 

citológicos (nucleares no presente estudo) por microscopia óptica,(46) a partir 

dos diâmetros maior e menor da estrutura avaliada.  
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 Esse método tem por função tornar mais objetiva e precisa a coleta, a 

apresentação e a análise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina de 

laboratório, permitindo ainda se relacionar as diferentes estruturas anatômicas 

com as funções.(45)     

 

4.3. A Estatística 

 

Estatística é uma coleção de métodos para planejar um estudo, 

envolvendo a obtenção, organização, análise e a interpretação dos dados, 

deles extraindo as conclusões, segundo Triola, 1999, modificado, apud Reis et 

al.(47) 

O teste de hipótese é utilizado em geral para comprovar uma hipótese 

científica previamente formulada. Há situações em que, somente pela média e 

pela variância isto não é possível, uma vez que estas informações não levam 

em consideração as probabilidades de erros que podem estar associados ao 

rejeitarmos uma hipótese.(48) 

Existem vários testes estatísticos que podem ser utilizados. No entanto, 

para cada um deles, é necessário o cumprimento de alguns critérios para que 

possam ser aplicados.(48)  

Empregando-se a estatística inferencial (como a usada nesta pesquisa), 

são utilizados os testes Paramétricos ou os testes Não-paramétricos na 

dependência da distribuição ser “normal” e “com homogeneidade da variância” 

ou “não normal” e “sem homogeneidade da variância”, respectivamente.(47)  
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Nos casos de testes paramétricos, a principal suposição é a de que os 

dados provenham de uma distribuição normal, isto é, que a sua distribuição 

seja simétrica em torno da média e que a sua variabilidade não seja muito 

grande. Neste caso a amostra terá distribuição normal e a média de cada grupo 

também terá distribuição normal (com a mesma média). A média é vista como 

uma variável aleatória. No experimento todos os elementos devem ter a 

mesma chance de pertencer à amostra (por ex., ratas da mesma espécie, 

idade, etc.).(48)     

Deve ser observado ainda que a normalidade se verifica para amostras 

suficientemente numerosas. Em muitas situações, porém, esta condição não é 

possível, como ocorre no presente estudo. Ainda assim aplica-se a análise 

estatística, mas agora, usando-se testes ditos não paramétricos.(48) 

Nos testes não paramétricos a suposição de normalidade não é exigida, 

pois os mesmos baseiam-se na soma de pontos das observações, portanto, 

um conjunto pequeno de dados cuja distribuição não é normal,(48) situação que 

se aplica à esta pesquisa.  

Somente a variável peso da placenta mostrou uma distribuição normal. 

Assim, foram aplicados somente testes estatísticos não paramétricos baseados 

na ordenação dos dados em cada grupo.  

Como os grupos avaliados neste estudo são de distribuição “não normal” 

e “sem homogeneidade da variância”, e trata-se de grupos independentes, o 

teste indicado para adequada análise estatística dos mesmos foi o teste de 

Mann-Whitney(47) (usado para as situações como a descrita aqui).  Trata-se de 
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um dos mais eficientes testes não paramétricos e constitui uma alternativa 

extremamente útil para a prova paramétrica t. 

As diferenças observadas são consideradas estatisticamente significantes 

quando a probabilidade de rejeição da hipótese de nulidade é menor que 0,05 

(5%).(47)  

 

4.3.1. O Tamanho da Amostra 

 

Uma etapa que o pesquisador deve desenvolver durante seu projeto de 

pesquisa é o cálculo do tamanho da amostra suficiente estatisticamente para 

descrever o fenômeno em estudo, ou seja, definir quantos campos 

microscópicos devem ser analisados para que a amostra seja representativa do 

processo avaliado. Um destes métodos foi proposto por Williams, em 1977.(49) 

Este método (a média acumulada de Williams) consiste, inicialmente, em 

contar o número de eventos do fenômeno em estudo em 100 (cem) campos 

aleatórios que representem todo o corte histológico. Para calcular a média 

acumulada, soma-se o número de eventos por campo e dividi-se pelo número 

de campos (fator de divisão); a centésima média acumulada corresponde ao 

chamado “100%”, e assim, aplicando-se a regra de três é calculada as 

porcentagens das demais médias de cada campo.(49) Pode ser observado que 

a partir da 50º.  medida (campo) todos os valores ficam entre 95% e 105%.(49) 

Assim, assumido como significante estatisticamente o p<0,05, o número 

representativo de campos na avaliação de determinada estrutura é 50 

(cinqüenta).(49) Isso significa, em termos de probabilidade estatística, que 
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contar 50 campos aleatórios não é diferente de contar maior quantidade de 

campos, como 100, 200 ou 1000 campos aleatórios.(49)   

Desta forma, o presente experimento mostra a avaliação de 50 núcleos 

de cada estrutura analisada, de cada órgão (placenta) em estudo, num total de 

1500 núcleos avaliados (750 núcleos do grupo tratado e 750 núcleos do grupo 

controle). 

Assim sendo, pelo raciocínio exposto, é suficiente o número de 5 animais 

para o grupo tratado e 5 animais para o controle, para satisfazer o tamanho da 

amostra necessário e ter validade representativa do processo em estudo, 

cumprindo-se com isso, as Normas Internacionais para a Investigação 

Biomédica com Animais que estabelece que o número de animais utilizados em 

experimentação científica deve constituir-se no mínimo necessário para obter 

resultados cientificamente válidos. 

 

4.4. A Placenta e o Ciclamato 

 

O princípio dos edulcorantes sempre será o mesmo: conferir sabor doce 

em substituição ao açúcar.(39) A preocupação com seu uso deve-se ao grande 

crescimento das classes de edulcorantes, com a classe do ciclamato sendo a 

pioneira a surgir no mercado.  

Com evidências mais fortes ou menos claras de carcinogenicidade do 

edulcorante ciclamato ou da mistura      ciclamato / sacarina, suas limitações 

apóiam-se nos próprios dados da ciência como indutores ou pelo menos, co-

fatores de câncer de bexiga em humanos, que se não comprovam 
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absolutamente, no mínimo deixam a dúvida, assustam e desconfortam.(6-8,10,18-

20)        

Com o objetivo de identificar possíveis efeitos danosos com o uso do 

ciclamato, este estudo avaliou o tecido placentário de ratas através de três 

estruturas (decídua, camada esponjosa e vilosidades coriônicas), após a 

administração de 60 mg/Kg de peso corporal de ciclamato de sódio, do décimo 

ao décimo quarto dia de gestação. Foi utilizada esta dosagem do edulcorante, 

pois a quantidade máxima para uso em humanos de ciclamato de sódio, 

segundo o FDA, correspondeu a 50 mg/Kg de peso corporal por muitos 

anos.(26)    

A placenta é o órgão responsável pela íntima união entre os tecidos fetal 

e materno. Ela é responsável pelo crescimento e bem estar do feto, pois 

controla a homeostasia materno-fetal relacionada à nutrição e excreção, 

proteção mecânica e de barreira à fatores de indução de teratogênese, 

produção hormonal e passagem de hormônios, vírus, anticorpos e 

medicamentos.(33) 

A passagem de substâncias químicas através da placenta por diferentes 

tipos de transporte permite a exposição fetal às mesmas. Assim, devem ser 

consideradas a permeabilidade e a espessura placentárias, além de sua 

capacidade metabolizadora. Outros fatores importantes nesse processo estão 

relacionados ao perfil farmacológico da substância (lipossolubilidade e tamanho 

de sua molécula) e também a aspectos biológicos como o fluxo sangüíneo 

materno-fetal.(50-52) 
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Além dos trabalhos de Pitkin(24,53) evidenciando a passagem 

transplacentária do ciclamato, Hianik et al.(54) mostraram em seu estudo a 

afinidade que o ciclamato de sódio tem por membranas lipídicas, o que ratifica 

seu transporte pela barreira placentária e sua potencial ação neste órgão. 

Na placenta de ratas destacam-se três estruturas submetidas a estudo na 

presente pesquisa: decídua basal (região de origem exclusivamente materna), 

camada esponjosa ou reticular (onde concentram-se as células do 

citotrofoblasto, predominantemente, como os espongioblastos,(55) avaliados 

neste estudo), e vilosidades coriônicas.(56) A morfologia, posição e função 

distintas atribuídas às células placentárias podem ser usadas como índice de 

maturação da placenta.(57)  

A decídua é composta por células responsáveis pela nutrição do embrião. 

Além disso, após a constituição final da placenta, participa da absorção ativa 

de sua membrana fornecendo ao feto nutrientes que necessita em maior 

proporção que a mãe, como o cálcio e fosfato, segundo Guyton et al. 1992 

apud Brandini.(33) 

As células deciduais predominam na placenta no 6º dia de prenhez, 

aumentam em número até o 10º dia e diminuem no 14º dia, de acordo com 

Iguchi et al., 1993 apud Brandini.(33) 

A principal função das células da camada esponjosa é endócrina. Uma 

diminuição do tamanho nuclear destas células da placenta de ratas, como a 

observada neste estudo, pode indicar uma queda da sua produção hormonal 

de estrógeno, hormônio responsável pela velocidade de multiplicação celular 

do feto (crescimento fetal).(33) 
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A camada placentária das vilosidades coriônicas representa 2/3 do total 

da placenta. Estas células vilositárias são responsáveis pelo transporte 

bidirecional de nutrientes e resíduos de excreção fetais.(33) É a região onde se 

estabelece a mais íntima relação entre os sangues fetal e materno, permitindo 

a ocorrência de trocas materno-fetais.(48) 

Observa-se que o peso fetal do grupo tratado foi menor que o peso fetal 

do grupo controle de maneira estatisticamente significante, sugerindo ação da 

substância ciclamato sobre o desenvolvimento fetal. Este resultado está em 

concordância com os achados de Tanaka et al.(58) que, após a adminstração de 

altas doses de ciclamato de sódio por via oral à camundongos no sétimo dia de 

prenhez, detectou restrição no crescimento fetal. Também é corroborado pelo 

trabalho de Verret et al.(59) que encontrou teratogenicidade do ciclamato em 

embriões de galinha.  

O peso corporal alterado do feto é um indicador de alteração do 

organismo fetal ou embriotoxicidade.(60)   

Outros trabalhos não encontraram alterações ou efeitos adversos do 

edulcorante em estudo sobre o organismo fetal.(22) 

Em relação ao peso da placenta, verifica-se que o peso médio das 

placentas do grupo tratado (0,29g) também foi menor e de maneira 

estatisticamente significante que o peso médio das placentas do grupo controle 

(0,44g), sugerindo toxicidade do edulcorante utilizado, com interferência nas 

funções placentárias e conseqüente comprometimento do crescimento fetal. 

Substâncias capazes de provocar alterações circulatórias e endócrinas 

placentárias podem provocar menor desenvolvimento placentário e restrição de 
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crescimento fetal, de acordo com Fuentes et al.,(61) em seu trabalho com 

placenta e chumbo. No entanto, no estudo histológico da placenta de hamsters 

intoxicadas com sais de chumbo Ferm et al.(62) não encontraram quaisquer 

alterações. 

Alterações no fluxo sangüíneo placentário podem modificar o tamanho e 

peso fetais. Do fluxo sangüíneo placentário diminuído resulta uma hipóxia fetal 

significante, que provoca restrição do crescimento intra-uterino, gerando fetos 

de menor comprimento e peso.(63,64) Neste estudo da placenta e ciclamato de 

sódio também foi observado menor peso fetal, sugerindo que esta substância 

possa também interferir nestas funções placentárias.   

De acordo com Pitkin et al.,(24,53) o ciclamato de sódio atravessa a barreira 

placentária em humanos e macacos, atingindo o líquido amniótico na 

proporção de um quarto da concentração sangüínea  materna, e dessa forma, 

alcançando os tecidos fetais. 

O adequado desenvolvimento fetal depende de substâncias que vem do 

sangue materno através da placenta. Esta, se comprometida pela substância 

em estudo, pode apresentar fluxo sangüíneo diminuído com conseqüente 

menor aporte de nutrientes, oxigênio e outros elementos para a circulação fetal, 

resultando em deficiência de crescimento e peso fetal.  

Com referência ao comprimento do cordão umbilical, este diminuiu de 

2,12g (grupo controle) para 1,93g (grupo tratado), o que foi estatisticamente 

significante.  

Brandini,(33) no seu estudo da placenta e chumbo, também corrobora com 

nossos resultados ao identificar interferência da substância estudada na 
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placenta através de alterações da morfometria placentária (cariometria e 

estereologia), ou seja, através do mesmo método nas estruturas que também 

foram avaliadas neste trabalho (cariometria das camadas da decídua e 

esponjosa). Mostra ainda, a conseqüente diminuição do peso da placenta, e a 

diminuição do peso fetal do grupo tratado, sugerindo um retardo no 

desenvolvimento da placenta e restrição de crescimento fetal intrauterino; outro 

dado adicional é a diminuição do comprimento do cordão umbilical deste grupo, 

pela possível diminuição dos movimentos fetais; o comprimento do cordão 

umbilical é um dos fatores relacionados ao crescimento fetal em geral. Ele 

cresce em resposta às forças tensoras que dependem do movimento fetal e do 

espaço intrauterino durante o desenvolvimento.(33) 

Barron(65) e Oliveira(66) também observaram além de cordão umbilical mais 

curto, movimentos fetais abolidos ao trabalharem com prenhez de ratas 

tratadas com álcool. Cordões umbilicais mais curtos também foram relatados 

em vários experimentos de prenhez de ratas tratadas com altas dose de 

vitamina A,(67) submetidas à restrição protéica,(68) intoxicadas com 

metilmercúrio(69) submetidas à  hipertermia(70)  e exposta a ação da 

ciclofosfamida.(71) 

Assim, a diminuição do cordão umbilical como observado neste estudo, 

sugere uma diminuição da movimentação fetal durante a gestação. 

Outros estudos na literatura envolvendo o ciclamato de sódio também 

obtiveram resultados semelhentes em relação ao menor peso placentário e 

fetal de ratas, e menor comprimento do cordão umbilical, como Arruda et al.,(35) 

que trabalhou com ciclamato e rim fetal e Martins et al.,(36) que estudou 
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ciclamato e fígado fetal. Além disso, estes trabalhos mostraram alterações na 

cariometria dos tecidos respectivos de cada estudo. 

Da mesma maneira, Portela e Azoubel(34) encontraram achados similares 

em relação a pesos fetal e placentário, e comprimento do cordão umbilical, ao 

estudar a amicacina e rim fetal, além de nefrotoxicidade com a substância. 

Num estudo com ciclamato, Schechter e Roth(17) observaram que após 5 

minutos da infusão de ciclohexilamina marcada com carbono 14 em ratas 

prenhas as mesmas mostravam grande radioatividade o que não ocorria com 

os organismos fetais; todavia, após 7 horas desta administração endovenosa 

de ciclohexilamina marcada com carbono 14 nas citadas ratas prenhas, o mais 

importante metabólito do ciclamato, não foi encontrado radioatividade em 

órgãos maternos. Ao contrário do organismo materno, o fetal apresentava 

intensa radioatividade. Assim, além da passagem pela barreira placentária, 

confirmando os trabalhos de Pitkin et al.,(24,53) o estudo fornece dados valiosos 

em relação a presença de ciclamato nos órgãos fetais e sua ausência em 

órgãos maternos. 

Estes resultados podem sustentar os achados da presente pesquisa, 

dado que neste estudo não houve alteração em quaisquer parâmetros 

cariométricos de forma estatisticamente significante relacionados a camada da 

decídua (placenta materna), como mostram nossos resultados que avaliam os 

Diâmetros maior e menor, o Diâmetro médio e relação Diâmetro 

Maior/Diâmetro Menor,  o Volume nuclear e a Área nuclear, o Perímetro 

nuclear e a Relação Volume/Área,  e a Excentricidade, o Coeficiente de Forma 
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e o Índice de Contorno dos núcleos da decídua da placenta de ratas controles 

e tratadas com ciclamato de sódio. 

No entanto, na análise da cariometria da camada esponjosa (placenta 

fetal) observou-se os seguintes parâmetros alterados com significância 

estatística: Diâmetro maior, Diâmetro médio, Volume e Área nucleares, 

Perímetro nuclear e Relação entre volume e área, sugerindo que o núcleo 

esteja encurtado e diminuído. O volume nuclear diminuído da camada 

esponjosa do grupo tratado pode estar refletindo uma ploidia menor e, 

conseqüentemente, uma alteração da diferenciação celular, prejudicando a 

invasão da decídua. 

A Excentricidade alterada de forma estatisticamente significante 

apresentada no grupo tratado, pode significar que os núcleos que apresentam-

se com diminuição importante de seu tamanho, também mostram alteração de 

sua forma (são mais excêntricos). 

Desta forma, os parâmetros cariométricos que permitem avaliar a forma 

nuclear mostraram que os núcleos das células da camada esponjosa da 

placenta dos animais tratados são mais excêntricos que os núcleos 

pertencentes às placentas do grupo controle. Essa excentricidade alterada 

sugere que o metabolismo da célula não está adequado. 

Não houve alteração de forma estatisticamente significante ao se avaliar o 

Diâmetro menor e Relação Diâmetro maior/Diâmetro menor, assim como na 

avaliação do Coeficiente de forma e Índice de contorno dos núcleos da camada 

esponjosa da placenta de ratas controles e tratadas com ciclamato de sódio, 

não foi obtida diferença com significância estatística.   
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Já análise da cariometria das vilosidades coriônicas (placenta fetal) 

observou-se os seguintes parâmetros alterados com significância estatística: 

Diâmetro médio, Volume e Área nucleares, Perímetro nuclear e Relação entre 

volume e área, sugerindo também diminuição importante do tamanho nuclear 

das vilosidades coriônicas. 

Não houve alteração de forma estatisticamente significante ao se avaliar o 

Diâmetro maior, Diâmetro menor e Relação Diâmetro maior/Diâmetro menor. 

Também não existe diferença na análise da Excentricidade, Coeficiente de 

Forma e Índice de Contorno dos núcleos das vilosidades coriônicas da placenta 

de ratas controles e tratadas com ciclamato de sódio. 

É conhecido que variações do volume nuclear refletem o estado funcional 

das células. Isto deve-se provavelmente às modificações induzidas pela 

síntese de DNA, RNA e/ou proteínas relacionados ao processo de manutenção 

celular.(72-74) 

Assim, as alterações nucleares detectadas neste estudo poderiam ser 

atribuídas à síntese inadequada de DNA, RNA e/ou proteínas responsáveis 

pela homeostase celular.                                                         

Todos estes achados estão em concordância e corroboram com a 

literatura científica citada. Nossos resultados expressam numericamente a 

intoxicação placentária com o ciclamato de sódio e a conseqüente repercussão 

fetal com o uso desta substância na gravidez. 

Todavia, persiste a necessidade de novas pesquisas para esclarecer os 

mecanismos através dos quais este aditivo alimentar em estudo determina as 

alterações nucleares placentárias detectadas nesta investigação.   
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5. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste trabalho sugerem que a administração de 60 mg/Kg 

de peso corporal de ciclamato de sódio do décimo ao décimo quarto dia de 

prenhez da rata causa:   

• diminuição do peso fetal;  

• diminuição do peso placentário; 

• diminuição do comprimento do cordão umbilical; 

• diminuição do diâmetro maior, diâmetro médio, perímetro, área, 

volume e relação entre volume e área dos núcleos da camada 

esponjosa da placenta; 

• alteração da excentricidade dos núcleos da camada esponjosa da 

placenta; 

• diminuição do diâmetro médio, perímetro, área, volume e relação 

entre volume e área das vilosidades coriônicas da placenta. 
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7. APÊNDICES 

Apêndice 1. Aprovação do Comitê de Ética Animal. 

 


