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RESUMO

A gastrosquise passou, nos ultimos 50 anos, da condicdo de uma pa-
tologia fatal para indices de sobrevida ao redor de 90%, gracas aos avangos
na neonatologia e cirurgia neonatal modernas. Porém uma significativa mor-
bidade permanece, relacionada principalmente com o atraso no inicio do fun-
cionamento intestinal normal. Este tema € objeto de estudo em vérios cen-
tros visando determinar a origem do problema e promover solu¢des. Os mo-
delos experimentais em animais sao parte importante desses estudos. O
objetivo deste trabalho foi o de reproduzir o modelo experimental da gastros-
quise em embrides de galinha e comprovar que as alteracdes histopatélogi-
cas apresentadas sdo comparaveis as da gastrosquise em humanos. Foram
utilizados 278 ovos galinha da raga Leghorn (Gallus domesticus). Os em-
brides foram divididos em trés grupos: grupo gastrosquise, no qual, através
de um orificio na casca do ovo, o corddo umbilical foi aberto e as alcas intes-
tinais expostas a uma mistura de liquidos amniético e alantéide; grupo mistu-
ra, no qual se promovia apenas a mistura de liqguidos amniético e alantéide,
sem a manipulacao do coto umbilical e sem a exposi¢cao de algas intestinais;
e 0 grupo controle, que consistia de embrides normais e nos quais nenhum
procedimento foi realizado. Os procedimentos foram feitos no 13° dia do de-

senvolvimento embrionério, e o estudo encerrado no 19°, quando as alcas



intestinais dos embrides foram removidas e encaminhadas para analise his-
tologica convencional e analise morfométrica digital. Ao final do experimento,
foram obtidos 23 embrifes vivos do grupo gastrosquise (11,1% de sobre-
vida), 18 dos quais apresentavam alcas intestinais expostas (8,7% de su-
cesso). No grupo mistura, 12 (70,5%) de 17 embries sobreviveram ao pro-
cedimento. Como controle foram utilizados 10 embrides normais. Os em-
brides do grupo gastrosquise apresentaram um peso menor gue 0s dos ou-
tros grupos. Este grupo também desenvolveu alteracdes intestinais consis-
tindo em infiltrado inflamatério da serosa e mucosa, alteracées isquémicas
da parede intestinal e formacdo de uma camada de fibrina sobre as alcas.
Tais achados s&o caracteristicos da gastrosquise humana e néo foram
observados nos demais grupos. Os embrides do grupo gastrosquise mostra-
ram também espessamento da parede intestinal, principalmente da serosa,
quando em comparagcao com 0s outros grupos. Desta forma, o modelo ex-
perimental em embrides de galinha mostrou ser capaz de reproduzir as alte-

racdes intestinais da gastrosquise humana.
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SUMMARY

In the last 50 years gastroschisis has gone from a fatal condition to a disease
with survival rates of around 90%. This is due to advances achieved in
modern neonatology and neonatal surgery. However, there is still significant
morbidity, related mainly to the delay in beginning normal intestinal function
observed in these patients. This topic has been studied at several centers
with a view to determining the source of this problem and achieving solutions.
Experimental animal models are a major part of these studies. The purpose
of this study was to reproduce the experimental model of gastroschisis in
chicken embryos and to prove that the histopathological changes that occur
in this model can be compared to those in human gastroschisis. A total of
278 Leghorn hen (Gallus domesticus) eggs were used. The embryos were
divided into three groups: the gastroschisis group, in which the umbilical cord
was opened through an orifice made in the eggshell, and the intestinal loops
were exposed to a mixture of amniotic liquid and allantoid; the mixture group,
in which the amniotic liquid and allantoid were simply mixed without
manipulating the umbilical stump and without exposing intestinal loops; and
the control group which consisted of normal embryos in which no procedure
was performed. The procedures were performed on the 13™ day of embryo

development and the study was ended on the 19" day, when the intestinal



loops of the embryos were removed and sent for conventional histological
study and digital morphometric analysis. At the end of the experiment, 23 live
embryos were obtained in the gastroschisis group (11.1% survival), and 18 of
these presented exposed intestinal loops (8.7% success). In the mixture
group, 12 (70.5%) of 17 embryos survived the procedure. And 10 normal
embryos were used as control. The embryos of the gastroschisis group
weighed less than those of the other two groups. The gastroschisis group
also developed intestinal changes consisting of an inflammatory infiltrate of
the serosa and mucosa, ischaemic changes in the intestinal wall and
formation of a fibrin layer over the loops. These findings are characteristic of
human gastroschisis and were not observed in the two other groups studied.
The embryos of the gastroschisis group also presented a thickening of the
intestinal wall, particularly the serosa, as compared with the other groups.
Thus, the experimental model in chicken embryos proved able reproduce the

intestinal changes of human gastroschisis.
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1 - INTRODUCAO

O progndéstico dos recém-nascidos portadores de anomalias congénitas
vem se modificando nos ultimos anos. Cinquenta anos atras a gastrosquise
era uma malformacéao fatal, e hoje em dia mais de 90% das criancas sobre-
vivem e tém um excelente progndstico a longo tempo™.

Mas a que fatores se atribui esta importante melhora?

A partir de 1943, quando ocorreu o relato do primeiro paciente portador
de gastrosquise que sobreviveu ao tratamento cirirgico, muita coisa mudou?.
Desde ent&o foram criadas e aprimoradas as unidades de terapia intensiva
neonatal, centros terciarios complexos que compreendem, além de equipa-
mentos sofisticados, profissionais altamente capacitados. Outro aspecto im-
portante foi o desenvolvimento da nutricdo parenteral, que veio para atenuar
0 problema das criangas que permaneciam por longos periodos em jejum
apos a cirurgia. Desenvolveram-se também os métodos de diagnostico preé-
natal, incluindo ai principalmente a ecografia, assim como houve o apri-
moramento dos cuidados obstétricos em gestacdes de alto risco. A qualifica-
cdo técnica das equipes cirlrgicas e o aprimoramento dos materiais utiliza-
dos para correcdo desses defeitos, como as bolsas de silicone, acrescenta-
ram também sua parcela ao sucesso alcancado. Esses beneficios se esten-
deram para todas as patologias neonatais, além da gastrosquise, como a

atresia de es6fago, a hérnia diafragmatica e a enterocolite necrosante® *.
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Desta forma, diante, hoje, de uma patologia com um indice de cura de
90% dos casos, 0 que resta por estudar nesses pacientes?

A verdade é gque, em gastrosquise, problemas fundamentais ainda nao
foram solucionados, permanecendo como objeto de estudo por muitos pes-
quisadores:

a) a sua etiologia e sua relacdo com as onfaloceles;

b) a acdo deletéria e inconstante do liquido amnidtico sobre as alcas

intestinais expostas;

c) arazdo para a diminuicdo da atividade peristaltica dessas alcas;

d) o manejo correto das atresias intestinais associadas;

e) as indicacdes dos tratamentos estagiados (silos);

f) o manejo da sindrome do intestino curto resultante de resseccdes
intestinais por mdltiplas atresias, ou decorrente da diminuicdo de
comprimento do intestino.

Muitas perguntas ainda pendentes a respeito da gastrosquise ndo po-
dem ser respondidas sem a utilizacdo de modelos experimentais da doenca.
Os pacientes portadores dessa patologia raramente fornecem material para
estudo histolégico, ou seja, ndo faz parte do tratamento a ressec¢ao de por-
cOes do intestino que serviriam como fonte de informacado histologica. E,
quando tais resseccodes se fazem necessarias, sao devidas a atresias intesti-
nais ou volvo de intestino médio com necrose, material que ndo representa
propriamente a doenca. Reside ai a importancia de trabalhos que buscam

desenvolver estudos em modelos animais dessa malformacédo congénita,
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mesmo em paises em desenvolvimento, onde a dedicacdo a pesquisa ba-
sica € menos intensa, como no Brasil.

Em tempos em que expressées como terapia génica, clonagem e ética
sairam do vocabulario cientifico e passaram a ser usados pela populacao e
pelos meios de comunicacao, estudos experimentais de cirurgia fetal sdo ca-
da vez mais bem-vindos, desenvolvendo, em animais, futuros conceitos e te-
rapias para serem utilizadas em seres humanos.

Em 2001, Vilela et al.> publicaram, no Journal of Pediatric Surgery, a
primeira casuistica brasileira de criancas portadoras de gastrosquise na lite-
ratura mundial. Nessa mesma revista, seis meses antes, Driver et al.° ha-
viam apresentado dados semelhantes a respeito de pacientes de Manchester,

Inglaterra. A tabela 1 traz um resumo desses dois estudos.

Tabela 1 - Comparacao entre os estudos no Brasil e Inglaterra

Vilela, 2001° Driver, 2000°
Local Recife Manchester
Brasil Inglaterra
Periodo 1995-99 1991-97
Numero de casos 31 91
Idade gestacional > 37 sem 22 (71%) média 36,7 sem
< 37 sem 9 (29%) (31-41 sem)
Peso ao nascer 22,5kg 17 (54,8%) ek 2,57 g
< 2,5 kg 14 (45,2%) (1,29 - 3,47 kg)
Diagnostico pré-natal 10 (32,3%) 89 (98%)
Parto em centro terciario 11 (35,5%) 81 (89%)

Via do parto

V 17 (54,8%)

V 67 (73%)

C14 (45,2%)

C 24 (27%)

Tipo de cirurgia

FP 13 (41,9%)

FP 72 (80%)

Silo 18 (58,1%)

Silo 18 (20%)

Mortes

16 (51,6%)

7 (7,7%)

Sem: semanas, V: vaginal, C: cesariana, FP: fechamento primario
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Os contrastes entre os dois estudos sdo evidentes. No de Vilela et al.’,
altas taxas de mortalidade estavam associadas com auséncia de diagnostico
pré-natal, prematuridade, baixo peso ao nascer, nascimento fora de um cen-
tro de atendimento especializado e atraso no tratamento cirdrgico inicial. O
desenvolvido na Inglaterra apresenta mortalidade baixa (7,7%) relacionada
com septicemia.

A falta de leitos em unidades de terapia intensiva neonatal, o deficiente
treinamento das equipes paramédicas, a escassez de centros terciarios ca-
pazes de lidar de maneira correta com malformacdes complexas e a quase
inexisténcia de servicos de transporte de recém-nascidos de risco sdo pro-
blemas comuns no Terceiro Mundo e tém impacto nos resultados.

Altas taxas de mortalidade (51,6%), como a observada no estudo bra-
sileiro, e dificuldades de manejo também sé&o relatados em outros paises po-
bres como a Nigéria’. Esses indices contrastam com os de unidades de te-
rapia intensiva neonatal de paises desenvolvidos, nas quais a mortalidade
por gastrosquise varia de 10% a 0%% &89 10.11,12.13

No momento em que pesquisadores de todo 0 mundo concentram seus
esforcos para diminuir a leséo intestinal da gastrosquise e alongar o intestino
nas situacdes da sindrome de intestino curto, as dificuldades brasileiras ain-
da se situam na area dos cuidados basicos.

Mesmo atribuindo grande parte da morbimortalidade no Brasil a falta de
cuidados de atencédo basica a saude, estudos em todos os campos de aten-
cao devem ser incentivados dentro das condi¢des disponiveis em cada local.

O desenvolvimento de linhas de pesquisa que envolvam um baixo custo na
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sua execucdo bem como a utilizacdo de modelos experimentais baratos se
fazem necessarios.

O presente trabalho visa iniciar uma linha de pesquisa tendo como mo-
delo experimental o embrido de galinha, modelo esse que foi apresentado a
comunidade cientifica pelo Dr. Dick Tibboe[** 1% 16 17.18. 19,20, 21,22, 23, 24,25, 26
do Sophia Childrens Hospital, Erasmus University, Roterdam, Holanda e
continuado por Tanju Aktug® 27 28 152930, 3L.32 ' 45 Dokuz Eylul University,

Izmir, na Turquia.

1.1 - Defini¢cdes

No grupo de defeitos congénitos da parede abdominal, a gastrosquise
freqientemente é confundida com a onfalocele.

A gastrosquise pode ser definida como um defeito de espessura total
da parede abdominal paraumbilical, geralmente pequeno (de poucos centi-
metros), entre o musculo reto abdominal e o corddo umbilical, na maioria das
vezes a direita® (figuras 1 e 2), podendo raramente ser a esquerda®. Por
esse defeito protuem as visceras abdominais, mais freqtientemente o intes-
tino delgado, algumas vezes o estbmago e a bexiga e raramente o figado.
N&o existe saco cobrindo as alcas intestinais que estdo imersas, em contato
com o liquido amniético®®. As alcas intestinais apresentam-se, em geral, es-
pessadas, edematosas, encurtadas e cobertas com uma grossa membrana
de fibrina e colageno a que a literatura de lingua inglesa denominou de peel

(que significa casca), designacao que se consagrou em varias linguas.
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Fig. 1 - Gastrosquise

—hdl

Fig. 2 - Gastrosquise — detalhe
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As onfaloceles sdo defeitos da linha média do abdémen na cicatriz
umbilical que apresenta um anel herniario, por onde protui contetdo abdo-
minal (intestino e freqlientemente o figado) dentro de um saco formado inter-
namente por peritdnio e, na sua camada externa, por amnio* (figura 3). A

tabela 2 compara os achados de gastrosquise e onfalocele.

Fig. 3 - Onfalocele — Observar o0 saco recobrindo, as al¢as intestinais
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Tabela 2 - Gastrosquise versus Onfalocele

Parametro Gastrosquise Onfalocele
Tamanho do defeito Pequeno Pequeno ou grande
Conteudo Intestino Intestino, figado e baco
Saco herniario Ausente Presente (integro ou roto)
Inflamacéo Presente Ausente (a menos que 0 saco esteja
roto)
Cordéo umbilical Lateral ao defeito Inserido no centro do saco herniario
Anomalias associadas ||Raras (a mais frequente || Freqlientes (defeitos cardiacos)
€ atresia intestinal)
Histdria familiar Rara Frequiente

(modificado de Molenaar e Tibboelzl)

1.2 - Aspectos Historicos

Nem sempre € simples afirmar a quem se deve a primeira descricdo de
uma doenga ou anomalia congénita e, no caso da gastrosquise, sua seme-
lhanca com a onfalocele provocou inicialmente muita confusdo no diagnos-
tico.

Segundo Irving?, foi Ambroise Paré, famoso cirurgido que viveu no pe-
riodo renascentista (1510-1590), quem fez as primeiras descri¢cdes da onfa-
locele.

Ja Nikolas Bax*, no livro intitulado Cirurgia do Recém-Nascido, atribui
a Calder, em 1733, a primeira descricdo de uma gastrosquise. Bax também

refere que o primeiro relato de uma onfalocele teria sido feito em 1557 por
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Lycosthenes, com base na célebre publicacdo Manual de Patologia e Hi-
giene Antenatal de autoria de J.W. Ballantyne, em Edimburgo, Escécia, em
1904.

Em 1887, Olshausen propds a mobilizacao de retalhos de pele, obtidos
a partir de descolamento da pele do abdémen, para cobrir o defeito das
onfaloceles. Esse método foi reintroduzido por Willians em 1930 e retomado
por Gross em 1948 3% 35 A técnica, inicialmente muito atraente, mostrou-se
falha porgue originava uma grande hérnia ventral que, ao contrario do que
se esperava, hao diminuia com a idade, mas aumentava cada vez mais a
desproporcéo entre a hérnia e o tamanho da cavidade abdominal®>

Ahlfeld® ** desenvolveu, em 1899, o chamado tratamento conservador
com curativos embebidos em alcool sobre o saco da onfalocele. Esse méto-

b2 3% ytilizando iodo e mercdrio, o

do foi reintroduzido 60 anos depois por Gro
que tampouco reduziu a mortalidade.

Ballantyne, em 1904, foi quem propés o termo gastrosquise para de-
signar todos os defeitos somaticos abdominais, com excecao da hérnia de
cordao umbilical fisiolégica.

Em 1943, Watkins descreveu com sucesso o primeiro caso de correcéo
cirlrgica de gastrosquise?.

Dez anos mais tarde, Moore e Stokes redefiniram o termo gastrosqui-
se, restringindo-o aos defeitos ventrais da parede abdominal sem a presenca

de saco®. Assim, embora a gastrosquise tenha sido descrita em 1733, so-

mente a partir de 1953 ela foi claramente diferenciada da onfalocele.
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Em 1969, Allen e Wrenn*® utilizaram, para a correcdo da gastrosquise,
a técnica de fechamento do defeito com retalhos de pele, anteriormente des-
crita para a onfalocele.

Outro marco importante no tratamento dessas anomalias foi a descri-
cdo por Schuster®” (1967) do uso do silo de material protético para acomo-
dar as alcas intestinais no tratamento estagiado da onfalocele e da gastros-
quise.

Em 1972, Richard Earlam® publicou nos Anais do Colégio Real do Ci-
rurgides de Londres, Inglaterra, o primeiro relato da utilizacdo de embrides
de galinha como animal de experimentacdo para o estudo de anomalias do
trato gastrointestinal, com o artigo intitulado Um estudo sobre a etiologia da
estenose congénita do intestino. A seguir surgiram também as pesquisas do
grupo da Holanda, chefiados por Dick Tibboel e, apds, as da Turquia, coor-
denadas por Tanju Aktug, que permanecem até hoje como importantes con-
tribuicbes na area de investigacdo da gastrosquise utilizando o mesmo mo-
delo animal.

A Dommergues et al.*

se devem os dois primeiros relatos, datados de
1996, sobre amnioinfusédo para o manejo da gastrosquise associada com oli-
godramnio, onde foram observados os beneficios da diluicdo do liquido
amnidtico sobre a inflamacéo intestinal presente ao nascer, e a Aktug et al.®

o relato do primeiro caso de troca de liquido amnidtico como forma de tera-

pia intra-utero em fetos humanos com gastrosquise.
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1.3 - Patogénese da Gastrosquise

Na literatura médica, a verdadeira natureza da gastrosquise e da
onfalocele permanece em discussédo. Enquanto alguns embriologistas e ci-
rurgides pediatricos consideram que elas representam entidades distintas
com diferentes aspectos embrioldgicos e patoldgicos®®, outros pesquisado-
res julgam corresponder a gastrosquise a ruptura intra-ttero do saco de uma
pequena onfalocele, representando ambas, desta forma, anomalias simila-
reS40, 41

Gross e Blodgett, citados por Kluth e Lambrecht*?, descreveram a onfa-
locele como um defeito originado por uma interrupcdo no desenvolvimento
da cavidade corporal que parava de se expandir entre a 82 e a 122 semanas
de gestacdo; como resultado, o intestino ndo conseguiria retornar para a ca-
vidade ao redor da 10% semana e permaneceria em uma posi¢do anormal.
Porém, sendo assim, como explicar a presenca de figado, estdbmago e baco
no saco herniario das onfaloceles gigantes, ja que tais estruturas nao estéo
presentes na hérnia fisiologica de cordao?

Shaw*! prefere definir a onfalocele como um verdadeiro defeito de for-
macédo da parede do abdémen (ndo somente no anel umbilical) para, desta
forma, explicar a presenca do figado no saco e a associacdo de onfalocele
com defeitos severos da parede abdominal, como a extrofia de cloaca.

Para explicar a origem da gastrosquise existem hoje, na literatura mé-

dica, quatro teorias:
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1. Evento teratogénico: Em 1963, Duhamel*® sugeriu que um evento
teratogénico precoce deveria estar presente e, assim, evitaria a diferencia-
cdo do mesénquima que forma as bordas da somatopleura, sendo a falha
nesse suporte a origem do defeito abdominal adjacente a cicatriz umbilical.

Outros pesquisadores concordam com a opinido de Duhamel** *°

, porém a
falha nessa teoria estd na auséncia de defeito na musculatura dos retos
abdominais®. Gray e Skandalakis, citados por Kluth e Lambrecht*’, assim se
manifestaram na primeira edicdo de seu livro Embriologia para Cirurgides
(1972): o defeito ocorre pela falha na migracdo da musculatura a partir dos
midtomos dorsais que invadem a esplancnopleura da parede abdominal em-
brionaria. J& na segunda edicdo (1994) os autores admitem nao haver uma
perfeita explicacdo embriolégica para a gastrosquise.

2. Ruptura de uma pequena onfalocele: Shaw*' acredita ser a gas-
trosquise o resultado final da ruptura intra-utero das membranas que reco-
brem uma hérnia de corddo umbilical (home dado na época as pequenas
onfaloceles). O disturbio poderia ocorrer a partir da involugcdo anormal (em
tempo ou extensdo) da veia umbilical direita, em cujo local ficaria uma zona
de infarto com subsequiente defeito. Shaw*! faz uma critica aos artigos e de-
finicbes que apresentam a gastrosquise como um defeito lateral a um cordao
umbilical “normalmente” inserido. Segundo ele, varias fotos nos proprios arti-
gos mostram que o corddo nao esta “normalmente” formado. A sugestao de
que a gastrosquise € gerada pela ruptura de uma membrana que cobre uma

hérnia do cordao umbilical é reforcada pela presenca muito frequente de ma-

-rotacao intestinal associada, bem como pelo relato do caso de um feto com
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34 semanas de gestacédo, apresentando gastrosquise, que, em uma ultra-so-
nografia realizada sete semanas antes, apresentava apenas um hérnia um-
bilical, facilmente demonstrada. Esse fato chamou tanto a atencdo da comu-
nidade cientifica que os autores denominaram o artigo® publicado no Journal
of Pediatric Surgery, em 1985, de O elo perdido da gastrosquise. Glick et
al.”? entendem que existem dois tipos distintos de onfaloceles, as relaciona-
das com sindromes, nas quais a onfalocele em geral é gigante, as anomalias
associadas sao frequentes e o prognéstico € ruim, e as onfaloceles nao-rela-
cionadas com sindromes, nas quais o tamanho do defeito é variavel, as ano-
malias associadas sdo raras e o0 prognoéstico é bom, sugerindo que a gas-
trosquise poderia ser ruptura intra-atero de onfaloceles ndo relacionadas
com sindromes. Interessante também é a constatacdo de que, em modelo
experimental de embrides de galinha, como o aqui apresentado, a gastros-
quise é produzida com mais fidedignidade de aspectos histopatologicos
quando o defeito é criado no coto umbilical e ndo na parede abdominal do
embri&o lateral ao corddo™.

3. Anomalias da veia umbilical direita: Teorias mais recentes tém
centrado foco na hipotese de uma anomalia vascular. Em humanos, a veia
umbilical direita involui ao redor da 5% semana de gestacdo. Baseado na
observacdo de uma série de embrides, DeVries*® postulou que a gastrosqui-
se seria originada a partir da prematura atrofia ou da prolongada persisténcia
da veia umbilical direita (e raramente a esquerda), interferindo no desenvol-

vimento da parede abdominal e na juncéo com o coto umbilical.
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4. Defeito nas artérias onfalomesentéricas: Alternativamente, tem se
postulado que um acidente vascular envolvendo as artérias onfalomesen-
téricas seria a causa da gastrosquise’” *®. As artérias onfalomesentétricas
sdo ramos embrionarios da aorta, pares, a artéria esquerda involui e a direita
persiste como a artéria mesentérica superior®®. A disrupcéo intra-uterina da
artéria onfalomesentérica direita poderia comprometer a irrigacao da parede
abdominal com necrose da base do corddo umbilical e herniacdo do intes-
tino. O interessante dessa teoria € que ela poderia explicar a associacéo de
gastrosquise com atresia intestinal, relativamente frequente, ja que esta ul-
tima tem uma génese vascular comprovada. Seriam as atresias uma lesao
secundaria ao comprometimento vascular e ndo ao estrangulamento do in-
testino no anel herniario como ja foi postulado*!. Um reforco & teoria de me-
canismo vascular é a associacdo de consumo de alcool, fumo e compostos
com substancias vasoativas (como os descongestionantes nasais e cocaina)
com fetos com gastrosquise® °* °*. O &lcool é conhecido por atravessar a
barreira placentaria e afetar a circulagdo umbilical; o cigarro também atua
causando vasoconstriccao e vasoespasmo placentario®'.

Nao existe consenso sobre o momento da gestacdo em que ocorre a
gastrosquise. Estudos de ultra-sonografia ja evidenciaram fetos de 12 e 14

semanas com o defeito® °% 53

, mas, em abortos de 8 semanas, ja foi encon-
trada a anomalia'® ** ?°. Alguns autores identificaram gastrosquise no ultimo

trimestre de gestacéo quando ultra-sonografias prévias eram normais®.
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1.4 - Epidemiologia

Estima-se a prevaléncia global da gastrosquise em 1,36 para cada
10.000 nascimentos (variando de 0,4 a 3,01), nUmero que passa a 1,96 para
10.000 guando se incluem os abortamentos e cai para 1,06 quando somente
nativivos sdo considerados’. Um aparente incremento na prevaléncia vem
sendo observado nas ultimas duas décadas e pode se dever parcialmente
ao aumento no numero de diagnésticos e a uma maior acuracia na diferen-
ciacdo com as onfaloceles, mas, em contrapartida, a prevaléncia mantida em
outras regifes do globo fala a favor de um aumento real. Dados do Estudo
Colaborativo Latino-Americano de Malformacées Congénitas — ECLAMC>*
informam que a prevaléncia da gastrosquise na América Latina é de 1,24 pa-
ra cada 14.000 nascimentos vivos, ja a onfalocele situa-se em 1 para cada
4.000 nascimentos vivos. Em 16 maternidades de Porto Alegre que partici-
pam do ECLAMC, no ano de 2000 houve 23.518 nascimentos e 9 casos re-
gistrados de gastrosquise, com uma taxa de 3,8 para cada 10.000 nasci-
mentos>>. No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a prevaléncia de gastros-
quise entre nascidos vivos € da ordem de 4,13 para cada 10.000. Esta ele-
vada taxa deve-se ao fato de ser um centro de tratamento terciario que rece-
be casos com diagnéstico pré-natal encaminhados de todo o estado do Rio
Grande do Sul®,

Muitas possibilidades tém sido levantadas como fatores de risco para

gastrosquise. A tabela 3 resume 0s principais.
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Tabela 3 - Fatores de risco para gastrosquise

Fator em estudo Evidéncia

Fatores Obstétricos

Maes jovens™® ! Forte

Doenca materna (gripe)** Fraca

Baixo indice de massa corporal® Fraca
Agentes Quimicos

Fumo' Fraca

Alcool® Fraca

Salicilatos® > Fraca

Descongestionantes nasais>” > Fraca

Ibuprofeno® ** Fraca

Drogas (cocaina e Canabis)® Fraca
Fatores Socioecondmicos

Classe social baixa® Fraca
Fatores Ambientais

Moradia préxima de depdsitos de lixo>’ Fraca

Nutrientes da dieta’ Fraca

Modificado de Curry et al.”

Ocorréncia familiar de gastrosquise tem sido descrita por varios
autores®®. No estudo populacional da Califérnia®®, 6 (4,7%) de 127 familias
tiveram mais de um filho acometido, e o risco de recorréncia é calculado em

3,5%.
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1.5 - Diagnéstico Pré-Natal dos Defeitos da Parede Abdominal

O desenvolvimento das técnicas de diagndstico pré-natal tem sido cada
vez mais rapido nas Ultimas duas décadas™’. Um grande nimero de anoma-
lias atualmente pode ser diagnosticado no periodo gestacional.

Decisdes importantes sdo tomadas a partir desses diagndsticos, razéo
pela qual alguns autores defendem a interrupcédo da gravidez quando do
diagnéstico de uma anomalia cromossO6mica, de uma onfalocele gigante ou
de alteracdes sabidamente incompativeis com a vida® .

O diagnéstico diferencial, através da ultra-sonografia, entre onfalocele
e gastrosquise pode ser dificil no primeiro trimestre gestacional®?. Porém a
disponibilidade cada vez maior de sondas de ecografia transvaginal de alta
resolucao (5 e 7,5 MHZ) tem possibilitado um maior detalhamento das estru-
turas embriolégicas no inicio da gravidez, tanto assim que Bahlmann et al.>?,
estudando 58 fetos com diagnéstico de defeito da parede abdominal, obtive-
ram 100% de diagnoéstico diferencial entre onfalocele e gastrosquise por ul-
tra-sonografia.

Elevacao nos niveis de alfafetoproteina no soro materno tem sido asso-
ciada com defeitos do fechamento do tubo neural e da parede abdominal,
assim como niveis baixos estdo associados com defeitos cromossdmicos.

Bahlmann et al.>?

encontraram alta sensibilidade para deteccdo de gastros-
quise utilizando a dosagem de alfafetoproteina no soro materno. Na sua seé-
rie, os valores de alfafetoproteina foram 7 vezes superiores aos da média

para casos de gastrosquise e 4,1 vezes aos de casos de onfalocele. Acredi-
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ta-se que a diferenca entre o nivel de detec¢édo de onfalocele e gastrosquise
se deva a presenca do saco que cobre as onfaloceles. Uma vez que a alfa-
fetoproteina é liberada pelo intestino na troca de proteinas que realiza com o
liguido amniotico, o saco das onfaloceles diminuiria essa troca e, conse-
quentemente, sua reabsorcdo pelo sangue materno®* ®1. Além das medidas
no soro materno, alfafetoproteina e acetilcolinesterase podem ser dosadas

no liquido amniético®® 2.

1.6 - Etiologia da Lesao Intestinal na Gastrosquise

A gastrosquise € muitas vezes complicada pela lesédo do intestino del-
gado herniado, resultando em distarbios da motilidade, ocasionalmente ne-

61,64, 65, 66, 67

crose intestinal e atresias , 0 que se torna importante na medida

em que o prognodstico desses pacientes esta relacionado com as condi¢cdes
do intestino ao nascimento®® 8 6970

A obtencéo de tecido humano para estudo da lesdo intestinal na gas-
trosquise é dificil. Na maioria dos casos, ndo se realizam ressecc¢oes intes-
tinais que possam produzir material para analise histologica e, quando isso
ocorre, geralmente trata-se de associacdes com atresia ou com lesdes que
tornaram parte do intestino inviavel.

Uma valiosa fonte de informacéo foram as pesquisas de Tibboel et al.
18.19.20 que apresentaram em alguns trabalhos uma analise detalhada de fe-

tos com gastrosquise originados de abortos. Estudando esses fetos, os auto-

res puderam concluir que o defeito que origina uma gastrosquise deve ocor-
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rer precocemente na formacdo do embrido, ao redor da 62 a 82 semanas.
Observaram ainda que fetos com menos de 30 semanas de idade gestacio-
nal ndo apresentavam sinais de lesdo intestinal, como fibrose ou edema, ca-
racteristicas da gastrosquise, tendo tais alteracdes sido verificadas somente
em fetos com mais de 33 semanas. Essas observac¢des suportaram a hipo-
tese levantada por Tibboel et al. de que as alteracGes do intestino estavam
relacionadas ao inicio do funcionamento renal pleno e ao aumento da urina
fetal no liqguido amniotico. A idéia foi compartilhada com alguns outros auto-

.74 72 que demonstraram ser a gastrosquise

res, como Lopez de Torre et a
uma espécie de didlise peritoneal intra-Utero na qual trocas entre o liquido
amnidtico e o plasma se efetuam através do peritdnio, levando a uma certa
desidratacdo hipercalémica. Essas mesmas trocas seriam a génese da hi-
poalbuminemia, da hipogamaglobulinemia e da diminuicdo dos niveis séricos
de transferrina nos recém-nascidos com gastrosquise’®. A hipétese de que a
urina fetal seria o agente causal do dano ao intestino foi posteriormente

questionada por estudos mais aprofundados®® 3% "

COMOo veremos a segulir.
Albert et al.””, em em 1993, criaram um modelo experimental para con-
firmar o efeito do liquido amniético sobre as algas intestinais. Utilizando coe-
lhas prenhas, criaram, cirurgicamente, um feto com a metade posterior do
corpo para fora do utero (feto extra-aminiético). A conclusdo do estudo foi
que o intestino da gastrosquise na auséncia de liquido amnidtico ndo desen-

volvia as alteracdes de espessamento e inflamacdo que se observam quan-

do em contato com o liquido.
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Com a intencéo de provar que os dejetos urinarios estavam envolvidos,
Klick et al.*® desenvolveram um experimento com embrifes de galinha,
aproveitando a caracteristica desse animal de apresentar um saco alantoide
isolado do liquido amniético onde sdo depositados seus dejetos. Até o 5° dia
embrionario, é possivel criar uma gastrosquise no embrido de galinha sem
misturar o liquido amniético com os dejetos do alantéide, criando assim um
modelo de gastrosquise no qual o intestino esta somente embebido em liqui-
do amnidtico, enquanto, a partir do 7° dia de desenvolvimento embrionario, a
criacdo de uma gastrosquise s6 € possivel através da abertura do alantoide
e mistura de liquidos, criando um liquido amniético que se assemelha ao hu-
mano. Com esse modelo, os autores mostraram que os achados histologicos
de espessamento intestinal s6 estavam presentes no grupo em que se mis-
turava o liquido. Acreditavam ter confirmado, assim, a hipétese de que a uri-
na estaria envolvida na leséo intestinal.

Em 1998, Aktug et al.?® realizaram um estudo semelhante utilizando o
mesmo animal. Através da troca de liquido amniotico e do estudo bioquimico
do liquido trocado, foi possivel demonstrar que com esse procedimento se
promovia uma diminuicdo de dejetos intestinais no liquido (acidos biliares e
bilirrubina), mas n&do a diminuicdo de dejetos urinarios (uréia e creatinina),
provavelmente pela sua producao relativamente rapida. Nos embrides em
que se realizou a troca de liquido amnidtico (diminuindo os dejetos intesti-
nais) a leséo intestinal foi muito menor. Esse fato, associado as comprova-
cOes de que fetos, mesmo fora de situacdes de estresse, evacuam “fisiologi-

camente” pequenas quantidades de mec6nio no liquido amniético’® " 8,
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consolidou a idéia de que seriam os dejetos intestinais e ndo os urinarios os
promotores do espessamento e da inflamacéao intestinal.

Olgumer et al.®*

, €m outro importante estudo do grupo da Turquia, reali-
zaram um experimento no qual, utilizando embrides de galinha no 5° dia de
desenvolvimento embrionario, criaram gastrosquise sem abrir 0 saco alantéi-
de, ou seja, mantendo o liqguido amniético livre de dejetos proprios do em-
brido e instilaram urina e meconio de recém-nascidos humanos no liquido
amnidtico dos embrides. Ao contrario dos embridées que receberam urina de
recém-nascidos, 0s que receberam mecobnio apresentaram espessamento,
inflamacédo e depdsitos de fibrina e coldgeno na serosa, alteracdes descritas
na gastrosquise humanas. Com esse trabalho os autores reforcaram a idéia
de que sdo os dejetos intestinais os causadores da lesdo do intestino da
gastrosquise.

.”® analisaram

Em outro estudo realizado no Reino Unido, Morrison et a
amostras de liquido amniotico no final da gestacdo de 10 mées que apresen-
tavam fetos com gastrosquise, comparando-as com liquido amnidtico de
gestacdes normais. O interesse desse estudo foi avaliar a presenca de me-
diadores de inflamacé&o. A analise microscopica do liquido de maes de bebés
com gastrosquise mostrou a presenca de um exsudato inflamatorio compos-
to predominantemente por polimorfonucleares. Essas células inflamatérias
nao estavam presentes no liquido amniodtico dos controles. Da mesma for-
ma, observou-se que havia aumento do antigeno celular CD15 e, nessas cé-

lulas, aumento dos niveis de CD11b, quando comparados com o0s controles.

A elevacdo de CD11b na populacéo de células CD15 revela que as células
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derivadas do liquido amnidtico estavam em pleno estado ativado. Mas, a
partir desses achados, como identificar quem produziu as células inflamato-
rias, se a mée ou o feto? Para responder a essa pergunta os pesquisadores
tiparam as células inflamatérias nas gestacées com fetos masculinos, com-
provando que elas eram provenientes do feto e ndo da mae.

Guo et al.®°

apresentaram um estudo experimental de gastrosquise em
fetos de coelho, utilizando dexametasona no liquido amniotico, que mostrou
menor lesdo histolégica da parede intestinal e melhor atividade de enzimas
digestivas da mucosa, sugerindo o efeito protetor do corticoide como antiin-
flamatorio.

Outro campo de estudo € a influéncia do éxido nitrico como génese do
dano intestinal na gastrosquise. O éxido nitrico, um poderoso neurotransmis-
sor vital para as funcdes normais do intestino, é produzido pela enzima 6xido
nitrico sintase. Anormalidades nessa enzima tém sido apontadas como cau-
sa de distrbios da motilidade intestinal e de malabsorc&o®. Dois estudos fo-
ram realizados para tentar comprovar a relacdo entre o 6xido nitrico e a le-
sao do intestino da gastrosquise. O primeiro, em 1996, realizado por Bealer
et al.®*, no Centro de Tratamento Fetal da Universidade da Califérnia, em
Séo Francisco, utilizou o modelo experimental em coelhos para medir a ativi-
dade da enzima Oxido nitrico sintase no intestino. Com esse experimento, 0s
autores conseguiram mostrar que existe um aumento na atividade total da
enzima no intestino eviscerado.

Em 1999, Dilsiz et al.*, utilizando o modelo experimental de embrides

de galinha, testaram novamente a hipotese da influéncia do 6xido nitrico no
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processo de inflamacgédo da gastrosquise, desta vez utilizando um inibidor da
oxido nitrico sintase, o chamado NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME).
Os investigadores colocaram L-NAME na cavidade amnio-alantéide de em-
brides de galinha submetidos ao procedimento para criar uma gastrosquise.
Comparando com o grupo controle que nao utilizava o bloqueador da enzima
oxido nitrico sintase, o grupo com o L-NAME mostrou menor leséo intestinal.

Entretanto, nem todos os pesquisadores estdo certos de que o contato

.82 relataram

com o liquido amniotico seja a origem do problema. Deans et a
cinco casos de gastrosquise acompanhados com ultra-sonografias pré-na-
tais por pelo menos 18 semanas, nos quais os recém-nascidos nao apresen-
tavam sinais de espessamento das alcas ou peel, e concluiram que, apesar
da prolongada exposicao das alcas intestinais, esses casos seriam uma im-
portante evidéncia de que ndo ha relacdo entre o tempo de exposicao ao li-
quido amnidtico e a leséo intestinal. Da mesma forma, Steinbrecher, Hanna
e Burge®® publicaram, em 1996, o relato do caso de um recém-nascido que
apresentava uma onfalocele e o intestino no interior do saco mostrava-se se-
melhante ao intestino da gastrosquise, espessado, endurecido e inflamado.
Os autores identificaram pelo menos uma zona de estenose visivel e atribui-
ram os achados ao estreito colo da onfalocele por onde protuiam as alcgas.
Assim, afirmavam ser a constriccdo do anel o principal efeito sobre as alcas
intestinais, ja que o intestino ndo havia sido exposto ao liquido amniotico em
virtude do saco da onfalocele. Os achados histolégicos de congestéo, infla-

macao e fibrose da serosa, atrofia da mucosa e edema e fibrose da submu-

cosa realmente sédo os encontrados na gastrosquise, mas nao ha relato da
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formacdo do peel nesse caso. Parece haver uma relacdo entre o contato do

liquido amnidtico e o depdsito de fibrina e colageno na serosa, como de-

.84 .51,

monstraram Amoury et al.”" e Langer et a

Na tentativa de identificar quais fatores estavam relacionados com a le-
sdo intestinal, Langer et al.®* desenvolveram um estudo utilizando um mode-
lo de fetos de ovelha. Os autores submeteram o intestino fetal a constriccéo
por ligadura e ao contato com o liquido amniético, isoladamente e em asso-
ciacdo. O surgimento do peel foi observado somente no intestino exposto ao
liguido amnidtico, com ou sem a constriccdo do mesentério. Dilatacdo ve-
nosa e de vasos linfaticos, espessamento da camada muscular e alteracdes
da mucosa foram observados em animais onde se utilizou a fita para criar a
constriccdo do mesentério, independentemente de estar ou ndo exposta ao
liguido amnidtico. E, tanto no modelo de exposicdo ao liquido amnidtico
guanto no modelo de constriccdo do mesentério, surgiram disturbios da moti-
lidade intestinal. Com esse estudo, 0s autores conseguiram isolar os dois fa-
tores, ou seja, a camada fibrosa, peel, estaria relacionada a exposicéo do in-
testino ao liquido amnidtico, as lesdes estruturais da parede intestinal esta-
riam ligadas a obstrucao crénica ocasionada pela constriccdo do intestino na
parede abdominal. O distarbio da motilidade intestinal estaria relacionado a
ambas.

Santos®®, através da andlise com técnicas histopatolégicas especiais,

correlacionou, em fetos de coelhos, a hipomotilidade intestinal com altera-

¢cOes na maturacao dos neurdnios dos plexos mioentéricos da gastrosquise.
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Albert et al.®°, em 2001, publicaram um experimento no qual submetiam
fetos de coelho a dois tamanhos diferentes de defeito de parede para criar
uma gastrosquise (respectivamente 1,5 e 3 vezes o diametro do intestino), e
0S compararam com um grupo controle sem manipulacdo. O objetivo era
avaliar se o anel herniario por onde protuem as alcas da gastrosquise teria
influéncia nas modificacdes observadas no intestino. Nao houve diferencas
entres os grupos e, desta forma, ndo foi possivel estabelecer uma relacéo
entre a constriccdo causada pelo anel herniario e as lesGes presentes na

gastrosquise.

1.7 - Modelos Experimentais de Gastroquise

Gastrosquise pode ocorrer espontaneamente em ratos, coelhos da ra-
ca nova zelandia, cdes da raca beagle e gatos’. E é passivel de ser induzida
em laboratério por uma variedade de agentes como escopolamina e trianci-
nolona em galinhas, antagonistas do estrogénio em céaes, 6-mercaptopurina
e oxido nitroso em hamster, metilmercurio em patos, aurotiomalato, concava-
lina e tioglicose ouro em coelhos, benzopirenos, pirabital, hidroxiuréia, raios
X, nitrosuréia, cadmio, cisplatina, metilsalicilatos e hipertermia materna em
ratos™ 8. Apesar desse grande nimero de possibilidades, modelos terato-
génicos de gastrosquise tém o inconveniente de apresentar baixo indice de
sucesso, além de poder gerar anomalias associadas que se constituiriam em
fonte de confusdo na avaliacdo de resultados. Existem varios modelos cirar-

gicos, em coelhos, ovelhas, ratos e galinhas®®.
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1.7.1 - Modelos Experimentais em Coelho

A primeira vez que coelhos foram utilizados para produzir gastrosquise
foi em 1972. O trabalho, apresentado por Sherman et al.®® na reunido anual
da Academia Americana de Pediatria, foi publicado no ano seguinte. Os
autores realizaram um procedimento cirdrgico no qual criavam gastrosquise
em coelhos da raga nova zelandia. Das 12 ninhadas submetidas ao experi-
mento foram obtidos 37 (88%) de 42 fetos. Os embrides que tiveram o intes-
tino exposto ao liquido amniético apresentaram um comprimento intestinal
menor que os dos outros grupos e maiores alteracfes histopatoldgicas, co-
Mo serosite e enterite severas. Alguns problemas foram observados, como a
contaminacéo frequente do liquido amniotico por Pasturella multocida e o fa-
to de alguns fetos, nos quais se criou gastrosquise, ao final do procedimento
apresentarem também o figado para fora do abdémen, evento que nao é co-
mum na gastrosquise.

Aoki, Ohshio e Komi®, pesquisadores japoneses, repetindo o procedi-
mento para criar gastrosquise em fetos de coelho muito semelhante ao des-

crito por Shermann et al.®

, conseguiram demonstrar os achados da gastros-
quise, mas com altos indices de mortalidade que variaram de 15% a 56%.
Phillips et al.”*, em 1991, apresentaram uma proposta de modificacdo
dos modelos experimentais de Shermann et al.2 e de Aoki, Ohshio e Komi®,
com o intuito de aumentar a sobrevida dos fetos. Para tanto utilizaram os

mesmos principios cirdrgicos basicos, mas agregaram um manuseio mais

delicado dos fetos (usando eletrocautério para diminuir sangramentos), ado-
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taram o uso profilatico de antibidticos e trocaram a anestesia com barbitu-
ricos pelo emprego de halotano com oxigénio, com o0 que conseguiram um
indice de sobrevida de 82%.

Kubaski®’, em 1994, repetiu 0 experimento proposto por Philips et al.?*,
em 15 fetos de coelho submetidos a cirurgia para criar uma gastrosquise,
tendo obtido sucesso em 9 (60%). Os fetos com gastrosquise apresentavam
um peso ao nascer menor que os do grupo controle, e alteracdes histologi-
cas como enterite e serosite foram observadas, porém nédo foi possivel esta-
belecer diferenca entre o grupo gastrosquise e 0 grupo controle quanto a
essas alteracoes.

Estabelecido o modelo, a literatura médica continua até 0 momento re-
cebendo importantes contribuices de pesquisadores utilizando este animal

em seus experimentos’> 80818586

1.7.2 - Modelos Experimentais em Ovelha

Haller et al.®*, da Universidade Johns Hopkin, Baltimore, Estados Uni-
dos, aproveitaram sua experiéncia prévia com cirurgia experimental em ove-
Ihas para produzir intra-Gtero a coartacdo da aorta e, em 1974, publicaram o
primeiro relato do modelo experimental de gastrosquise em ovelhas. Foram
operados 31 fetos, com uma sobrevida de 19 (61%). O interessante desse
modelo foi o prolongado periodo gestacional (145 dias), o que permitiu expor
o intestino da gastrosquise durante 10 a 30 dias ao liquido amniético. Nova-

mente as alteracfes mais marcantes, como edema, serosite e formacéo de
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peel, foram notadas no grupo com maior tempo de exposi¢cdo. Um achado
interessante desse estudo foram alteracdes nas células ganglionares do in-
testino, consistindo em atrofia e diminuicdo da quantidade de acetilesterase
e acetilcolinesterase. Os autores relacionaram a essas alteracfes os distur-
bios da peristalse tipicos das criangcas operadas por gastrosquise, porém a
maioria dos trabalhos desenvolvidos nos anos seguintes ndo conseguiram
reproduzir esse achado®® 1 2092

O modelo descrito por Haller et al.%® foi adotado pela equipe de pes-
quisadores do Programa de Tratamento Fetal da Universidade da California,
Sado Francisco, Estados Unidos, chefiado pelo Dr. Michael Harrison. Esse
grupo, um dos mais expressivos no estudo de Medicina Fetal na atualidade,
publicou trés importantes artigos, compondo uma série denominada Etiologia

da Lesdo Intestinal na Gastrosquise® % 94,

1.7.3 - Modelos Experimentais de Gastrosquise em Rato

Correia-Pinto et al.>®

apresentaram, em 2001, um novo modelo experi-
mental para gastrosquise, desta vez em ratos. Utilizando ratos da raca
Wistar, criaram a gastrosquise através de cirurgia fetal, por abertura do utero
e da parede abdominal dos fetos com exposicéo do intestino. Na analise dos
resultados, os autores demonstraram fetos com gastrosquise com peso cor-
poral, peso do intestino e comprimento do intestino menores que os dos con-

troles. Na avaliacdo histolégica, o intestino exposto apresentava-se edema-

toso, com achatamento das vilosidades, dilatacdo venosa e linfatica, mas



1 - Introducéo 30

sem infiltrado inflamatoério. Os autores acreditam serem as principais van-
tagens do modelo o curto periodo gestacional, o extenso conhecimento a
respeito da anatomia, embriologia e histologia dos ratos, a necessidade de
pouco material cirurgico, a facilidade de criacdo do animal, a grande quanti-
dade de fetos por ninhada e, principalmente, a grande disponibilidade de
marcadores e reagentes para analise de DNA em ratos, capaz de permitir a
utilizacdo do modelo em pesquisas a nivel molecular.

Em outro estudo, Ferreira et al.” utilizaram ratos adultos para mime-
tizar, através de injecao intraperitoneal, os efeitos da urina e do mecénio nas
alcas intestinais. Conseguiram desta forma demonstrar a importancia dos
dejetos intestinais na lesdo da gastrosquise e reproduzir graus variados de

lesao.

1.7.4 - Modelos Experimentais em Galinha

1.7.4.1 A Incubacao de Embrides de Galinha

Para a realizacdo desta pesquisa, fez-se necessario conhecer melhor
oS principios e praticas de incubacédo de ovos de galinha, o que foi obtido
através do estudo dos manuais de criagéo de aves® %" 98 %,

Para se obterem bons resultados, o ideal é que os ovos tenham a cas-
ca integra e limpa e sejam normais em todos 0s seus aspectos. Os ovos de
galinha pesam em média 60 g°> ®®. Algumas caracteristicas individuais dos

ovos podem influenciar na sua capacidade de eclodir; sdo elas: o tamanho, a

qualidade do seu interior, a qualidade da casca e a idade. Para o desenvolvi-
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mento da pesquisa os ovos foram selecionados de acordo com esses cri-
térios. Morris et al.”®, em 1968, estudaram o percentual de fertilidade e eclo-
sdo de acordo com o peso do ovo. Ovos de 44 g tiveram 81% de fertilidade e
51% de ecloséo, ja os de 58 g tiveram 91% de fertilidade e 74,5% de eclo-
sdo. O peso médio do pinto ao nascer e o percentual sobre o peso do ovo
também foram estudados, sendo a média e o percentual, respectivamente,
de 34 g e 66,8% do peso do ovo.

Ao colocar os ovos na incubadora, procura-se manter a extremidade
mais larga para cima, para que o embrido ndo se desenvolva com a cabeca
voltada para a cavidade mais estreita, desprovida da camara de ar®’. A po-
sicdo do ovo é importante na medida em que, se a camara de ar nao estiver
presente na extremidade em que esta a cabeca do embrido, este podera
morrer de asfixia quando iniciar a respiragdo pulmonar, ao redor do 20° dia
de incubacdo. Da mesma forma, o processo de perfuracdo da casca néo se
completa na extremidade mais estreita do ovo, por ndo haver espaco sufi-
ciente para o embri&o mover a cabeca em varias direces®.

O controle da temperatura € um item importante no desenvolvimento
do experimento. As incubadoras automaticas com ventilagdo forcada ou com
ventiladores de circulacdo de ar devem manter uma temperatura ao redor
dos 37,5° C; nas incubadoras de ar parado, naquelas em que nenhum venti-
lador ou nenhuma corrente de ar se move dentro delas, a temperatura deve
ser mais elevada, ao redor de 38 a 39,5° C. Flutuacdes na temperatura alte-
ram seriamente o processo de crescimento e desenvolvimento do embrido.

Baixas temperaturas atrasam a eclosdo, enquanto temperaturas de incuba-



1 - Introducéo 32

cao elevadas fazem o pinto eclodir antes dos 21 dias. Apesar de o0 embrido
ser relativamente resistente a periodos curtos de exposi¢do a baixas tempe-
raturas, ele é muito sensivel a altas temperaturas®®.

A umidade contida no ar da incubadora é muito importante para o de-
senvolvimento normal e consequente eclosdo do ovo. A manutencdo de uma
umidade relativa de aproximadamente 65% previne, sob condicfes normais,
uma perda excessiva de umidade dos ovos®®. Em incubadoras pequenas,
onde a viragem manual e individual dos ovos é realizada com a abertura da
maquina, a cada vez que a maguina € aberta ocorre uma perda muito rapida
de umidade. Apesar de a 4gua estar presente na incubadora, a recuperacéo
da umidade envolve consideravel retirada de agua do interior dos ovos. Incu-
badoras pequenas podem necessitar de um borrifamento de agua morna a
cada abertura para viragem. Nesta pesquisa foi mantida a umidade relativa
ao redor de 80%, gracas a colocacdo de agua guente no reservatorio espe-
cifico da incubadora®.

Com respeito a viragem, ela tém por finalidade prevenir a aderéncia do
embrido na casca. Os manuais de criacdo aconselham virar os ovos pelo
menos 5 vezes ao dia. As incubadoras grandes mantém os ovos em uma
posicdo de 45° e procedem a viragem automatica e regular dos ovos. Esse
procedimento deve ser realizado durante todo o periodo de incubacéo e in-
terrompido 3 dias antes da eclosdo®® *°.

As incubadoras devem fornecer uma troca de ar continua para remover

o diéxido de carbono produzido pela respiracdo do embrido e fornecer oxigé-
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nio. Outro aspecto importante € a manutencéo da limpeza e desinfeccéo da

incubadora a fim de evitar contaminacdes no procedimento.

1.7.4.2 - A Embriologia da Ave

As espécies aviarias com sua reprodugdo sexuada peculiar, na qual o
feto se desenvolve fora da mée, oferecem um sistema excelente para estudo
da embriologia. Grande parte do processo de desenvolvimento que ocorre
no embrido aviario pode ser diretamente relacionado com o processo de de-
senvolvimento comum a muitos outros animais, mas que ndo pode ser tao
facilmente estudado como no embrido de aves.

Nas aves, a primeira divisdo celular comeca aproximadamente 3 horas
apos a fertilizagdo, quando a gema chega ao istmo do oviduto®, o que cor-
responderia em humanos ao periodo de 24 horas apés a fecundacdo®. A
primeira diferenciacdo da camada celular ocorre no utero imediatamente an-
tes de 0 ovo ser posto; esse processo é denominado de gastrulagéo® *%.
Apoés a postura do ovo fértil, a divisdo celular e a diferenciacdo continuam
sempre gue o ovo for mantido em uma temperatura acima de 27° C, de pre-
feréncia ao redor de 37,5° C*.

Durante o primeiro dia de incubacdo desenvolve-se todo o ectoderma
primitivo, ou seja, o canal neural'®. O tecido do trato digestivo anterior esta-
ra diferenciado em 24 horas de incubacado, assim como as células sexuais

primarias®® 1 101,
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Durante o segundo dia de incubacéo a partir da divisdo das células pri-
marias, surgem o cérebro, os olhos e 0s ouvidos, e sdo formados os extratos
da cauda e do sistema vascular. Esse estagio corresponde no homem a
aproximadamente 3 a 4 semanas de desenvolvimento embriénico®. No se-
gundo dia de incubacgéo também inicia-se a formac¢éo do coracdo do embrido
e durante o 4° ou 5° dia o coracdo estara completamente desenvolvido. Du-
rante o 3° dia de incubag&o formam-se os membros e o esdfago. No 4° dia o
ovo embrionado de galinha equivale a 2 meses de gestacdo humana®. No
5° dia pode-se observar a formacdo dos pulmdes, da traquéia, do esdfago,
do figado, do pré-ventriculo, da moela, do pancreas e dos 6rgéos sexuais*®”
191 Durante esse dia 0 embrido de galinha tem uma aparéncia semelhante a
dos embrides de muitos outros animais em estagio de desenvolvimento equi-
valente. No 6° dia de incubagcdo o embrido torna-se visivelmente diferen-
ciado do de outros animais. As divisdes estruturais iniciam a formar as asas
e as pernas. A alca duodenal forma-se e o intestino delgado protui pelo anel
para dentro do corddo umbilical. Os primeiros movimentos voluntarios apare-
cem no 6° dia. No 72 dia o bico tipico das aves surge, o intestino comega a
ganhar volume e prolonga-se ocupando o interior do corddo umbilical, em
seguida o abdémen torna-se mais proeminente. No 8° dia comecam a surgir
os foliculos das penas sobre a pele e no 9° o contorno € tipico de uma ave.
No 12° dia tem inicio o surgimento da penugem, e as penas sdo visiveis no
13° dia. Até o 14° dia o embrido permanece perpendicular ao eixo longitudi-
nal do ovo, mas, a partir desse estagio, torna-se muito longo para essa po-

sicdo e deve girar paralelamente para melhor acomodar-se. No 15° dia o
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abdémen comeca a envolver o intestino delgado que habitava o corddao um-
bilical e no 16° dia as escamas e as unhas estdo mais duras e a albumina
esta toda consumida. Durante o 17° dia o embrido inicia sua preparacao final
para eclodir. O liquido amniético € absorvido, apesar de o amnio ainda estar
aderido ao embrido emplumado e umido, e o intestino, que estava herniado
no corddo umbilical, retornara para o abdémen. O embrido ocupa nesse mo-
mento quase todo o espaco no ovo. No 18° dia o contelido restante da gema
comeca a entrar para o abdémen do embrido através da retracdo do saco da
gema pela abertura umbilical essa retracdo perdura até o 19° dia, e a aber-
tura umbilical ndo estara completamente fechada antes da eclosédo. Durante
0 19° dia o bico apresenta um capuz pontiagudo chamado dente do ovo, que
perfura a camara de ar, tendo inicio a respiragdo pulmonar. No 20° dia co-
mecam a diminuir a respiracdo e a circulacao pela membrana corioalantdide,
as quais finalmente, cessam. E essencial que esta membrana esteja avas-
cular no momento da eclosdo para que ndo ocorram hemorragias. No 21°
dia ocorre a eclosao®® 1%,

No estudo da interacdo entre o liqguido amnidtico e as alcas intestinais
extrusas da gastrosquise, um aspecto importante € o reconhecimento das
membranas que recobrem o embrido de galinha, sua disposi¢ao e suas fun-

cOes. Quatro sdo as membranas encontradas no interior do ovo: saco da ge-

ma, amnio, corion e alantoéide (figura 4).
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Fig. 4 - O embrido de galinha e sua relacdo com as membranas extra-embridnicas. (1)
Embrido, (2) Cavidade amnidtica — &mnio, (3) Gema — saco da gema, (4) Albu-
mina, (5) Cavidade alantdide — membrana alantdide, (6) Camara de ar, (7)
Membrana amnioalantéide, (8) Membrana corioalantéide, (91) Casca do ovo —
membrana do ovo (modificado de Molenaar, Meijers e Tibboel™

O saco da gema tem algumas caracteristicas peculiares relacionadas
com a sua funcdo. Ele € uma membrana vascularizada. As ilhotas de sangue
se desenvolvem a partir da sua camada externa. A camada interna se dife-
rencia em células epiteliais glandulares que secretam enzimas digestivas
gue digerem os nutrientes da gema, e em outras células que absorvem esses
nutrientes digeridos e os transportam para o sistema sangiineo. O sistema
vascular do saco da gema é continuo ao do embrido, levando assim nutrien-

tes importantes da gema para alimentar o embrido em crescimento®
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Uma segunda membrana extra-embriénica, o0 &mnio, que comeca a se
formar no 2° dia de incubacdo, € uma membrana transparente avascular que
cresce sobre e através do embrido, envolvendo-o completamente. Aos 3,5
dias de incubacdo o embrido esta totalmente envolvido por ele. O @mnio é
preenchido por um liquido claro e incolor, no qual o embrido se encontra
imerso. Esse liquido permite que o embrido se mova naturalmente, enquanto
se protege de forcas externas excessivas, portanto sua funcédo é analoga a
do liquido amniético nos humanos*. Retornando ao 2° dia de incubacao, o
corion é formado com o amnio a partir de uma dobra proxima da cabeca. No
entanto, ao inves de crescer envolvendo diretamente o embrido, como faz o
amnio, o corion forma um grande saco, semelhante a uma bolsa, que envol-
ve ambos. O corion surge e vai fundir-se com a membrana interna da casca
do ovo. Mais tarde, no 3° dia de incubac&o, na regido abdominal do embrido,
uma nova membrana brota como um baldo e, a medida que cresce para fora
do embrido, ocupa o espaco entre o coérion e 0 amnio; essa membrana é o
alantéide. O alantdide desenvolve um sistema sanguineo altamente vascu-
larizado que se prolonga com o embrido. Ele continua a se expandir no inte-
rior do cérion em desenvolvimento e, no 7° dia de incubacéo, se une ao co-
rion, formando a membrana corioalantdide, a qual tem uma superficie de
contato com a casca e com a albumina do ovo, importante para a funcéo
digestiva do alantdide. A membrana alantdide secreta enzimas que digerem
a albumina. Os nutrientes digeridos a partir da albumina bem como o calcio
da casca do ovo sao absorvidos pelo sistema capilar do alantdide e transpor-

tados ao embrido em desenvolvimento. O alantdide efetua duas func¢des adi-
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cionais igualmente importantes: ele recebe os produtos da excrecdo metabo-
lica dos rins do embrido, retirando-os do sangue e depositando-os na cavida-

de do ovo'® % 100

, € colabora com a respiracdo embribnica, antes de ocorrer
o desenvolvimento funcional do pulmao, captando oxigénio dos poros da
casca. O sistema capilar sangiineo do alantéide fortemente aderido a casca
através do corion absorvera oxigénio e liberara diéxido de carbono, que sera
eliminado pelos poros da casca. Portanto ele funciona como um pulméo em-
bridnico temporéario®®.

O saco alantoide da ao embrido de galinha uma caracteristica peculiar,
ele é o depdsito das excretas do embrido. Portanto, no embrido de galinha,
as excretas urinarias e intestinais ndo se misturam com o liquido amniético,
como acontece em humanos. Nos estagios iniciais de desenvolvimento, ou
seja, até o 6° dia embrionario, o saco alantéide € pequeno, sendo relativa-
mente facil abordar o embrido sem abri-lo. Porém, a partir do 7° dia, a abor-
dagem da membrana amnidtica, do corddo umbilical e do embrido s6 é pos-
sivel através da abertura do saco alantdide. Isto proporcionou aos pesqui-
sadores a possibilidade de criar gastrosquise em que o intestino fosse ba-

nhado por liquido amniético com e sem dejetos urinarios e intestinais'®, de

acordo com o0 momento do no qual se realiza o experimento.

1.7.4.3 - O Embrido de Galinha como Modelo Experimental

O primeiro relato do uso do embridao de galinha como modelo experi-

mental em cirurgia pediatrica encontra-se no trabalho de Earlam®, datado
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de 1972 e publicado nos Anais do Colégio Real de Cirurgides da Inglaterra.
Nesse estudo, através da abertura no ovo, o autor provocava lesdo no me-
sentério a fim de desenvolver atresia e estenose intestinais. Earlam utilizou
160 ovos no 14° dia de desenvolvimento e em 38 provocou a lesdo dos va-
sos mesentéricos: 5 (13%) embrides desse grupo sobreviveram e 3 (8%)
apresentaram estenose intestinal.

O trabalho de Earlam® serviu de base para Tibboel, Molenaar e Van
Nie'’, em 1979, darem inicio & utilizacdo ampla desse modelo animal. Em
seu artigo inicial denominado Novas perspectivas em cirurgia fetal: o em-
brido de galinha, os autores utilizaram 1372 embrides para desenvolver um
estudo que ia desde a simples dissec¢ao para familiarizar-se com o animal
até a criacdo de um modelo de peritonite meconial (através da perfuracao de
uma alca intestinal do embrido) e de outro de atresia intestinal (através da le-
sdo dos vasos do mesentério).

Para testar separadamente os efeitos da hipéxia generalizada e da is-
quemia localizada sobre o intestino, Tibboel, Van Nie e Molenaar®® em 1980,
utilizaram novamente o modelo de embrido de galinha. Nesse segundo estu-
do, submeteram um grupo de ovos a um ambiente com moderada e severa
hipoxia e, em outro grupo, repetiram o experimento de ligadura do mesen-
tério com fio de sutura, para criar uma isquemia mesentérica localizada e
temporaria. No grupo submetido a hipoxia, os embrides nasceram com le-
sOes intestinais semelhantes as observadas na enterocolite necrosante; em
contrapartida, os embrides submetidos a isquemia localizada do mesentério

apresentaram tipos variados de atresia intestinal.
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Nos anos seguintes o embrido de galinha foi utilizado como modelo ex-
perimental para varias doencas. A tabela 4 apresenta alguns desses experi-

mentos.

Tabela4 - O embrido de galinha como modelo experimental para outras

patologias que ndo a gastrosquise

Doenca Autor/ Ano Experimento Objetivo Sobrevida ao
Experimento
Estudo da diferen- | Hutson*, Enxerto de ductos de | Estudar o papel da morte| 18% a 43%*
ciacao sexual 1984 Muller no peritdnio en- | celular programada nos
tre embrides de gali- || mecanismos de regressédo
___|inha dos ductos de Muller
Atresia de esofa- | Kleckner™®, |[Sutura colocada no|/Produzir atresia de esofa-| 34% a 51%*
go 1984 poélo cranial obrigando ||go (sem sucesso)
0 embrido a assumir
uma postura de hiper-
flexdo da cabeca
Kluth™, Preparacdo e andlise | Estudar a formagéo e se-
1987 através de microsco- | paracdo do eséfago e tra-
pia eletrdnica do in-| quéia _
testino anterior de em-
bribes de galinha em
diversas fases do de-
senvolvimento
Doenca de Meijers*, Demarcagcdo de célu-|/Analisar a migracdo de
Hirschsprung 1987 las nervosas com H?| células nervosas —
N timidina
Meijers, Transec¢do do intesti- || Desenvolver um modelo ex-
1989 no do embrido em di-| perimental para estudo da —
versas fases do de-| doenca de Hirschsprung
senvolvimento
Meijers®, Culturas de intestino de || Estudar a colonizagdo do
1992 embriGes de galinha intestino por células ner- —
vosas
Atresia intestinal || Tibboel®, Lesdo de vasos do me- || Testar a hipotese vascular
e peritonite 1989 sentério e perfuracdo | das atresias intestinais e 82%
meconial de alcas do embrido provocar contato  do 78%
meconio com o peritdnio
~ fetal
Atresia intestinal || Tovar'®, Coagulagcdo de vasos | Estudar através de mi-
1991 do mesentério paralfcroscopia eletrbnica as 19,4%
___||criar atresia intestinal | atresias intestinais
Meningomielo- Olgumer™, |[Modelo experimental [ Testar a troca de liquido -
cele 2001 de meningomielocele |[[amniético como forma de
em embrides de gali- ||diminuir a lesdo medular
nha

* Valores variaveis em virtude de o estudo ter utilizado

vimento

embrides em diferentes fases de desenvol-
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Kliick et al.*®, em 1983, publicaram o primeiro estudo com o modelo ex-
perimental de gastrosquise em embrides de galinha. Foram utilizados 999
embrides com uma sobrevida global de 32%, mas com apenas 6% de su-
cesso no desenvolvimento de uma gastrosquise. Os autores conseguiram
reproduzir os achados histologicos do intestino de gastrosquise e ainda le-
vantaram a hipétese de que seria a urina fetal a causadora das alteracdes.

Em 1987 e 1989, Gheri e Bryk'®" 1% apresentaram dois importantes es-
tudos sobre o desenvolvimento do intestino delgado de embrides de galinha.
Através de analise morfométrica digital, realizaram medidas de area e de es-
pessura do duodeno e do ileo de embrides de galinha normais em diferentes
dias de desenvolvimento. A pesquisa tem sua importancia concentrada no
fato de que, apesar de ser um modelo experimental, hoje consagrado, pou-
cos artigos estéo disponiveis a respeito da embriologia e da histologia nor-
mais. Os estudos mostraram que € possivel calcular o indice de encurta-
mento dos espécimes de intestino de embrides de galinha submetidos a pre-
paracao histolégica, que se situa ao redor de 13% em média, e forneceram
importantes tabelas a respeito da espessura e da area da parede intestinal
normal nesse modelo.

O embrido de galinha serviu também como modelo experimental na
tentativa de testar as hiptese de origem da gastrosquise. Aktug et al.'® rea-
lizaram um experimento no qual embrides de galinha no 13° dia de desen-
volvimento embrionario eram submetidos a criacdo de uma gastrosquise
atraveés de dois métodos distintos. Um grupo tinha o defeito criado na parede

abdominal (DPA) e o outro grupo no coto umbilical (DU). A sobrevida dos
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embrides ao experimento foi de 40% no grupo DPA e de 87% no grupo com
DU, sendo que metade dos embrides vivos no grupo de DPA apresentava-se
sem gastrosquise e com cicatrizacdo do defeito. Na analise do defeito e das
alcas intestinais extrusas, 0s autores constataram que, no grupo DPA, havia
um firme anel nas bordas e o intestino se apresentava com caracteristicas
hemorragicas. Ja no grupo DU as alteragbes macroscopicas e microscopi-
cas, como edema, formacéo de peel e espessamento de parede, eram mais
compativeis com as observadas na gastrosquise. Seria esta uma comprova-
cao da teoria de que a ruptura do corddo umbilical daria origem a gastros-
quise.

Apesar de a maioria dos pesquisadores dar preferéncia a modelos de
mamiferos quando realizam estudos do trato gastrointestinal e das malfor-
macdes congénitas, alegando que a embriogénese dos mamiferos € seme-
Ihante, o desenvolvimento dos embrides de galinha pode ser comparado ao
de humanos em alguns pontos. A peristalse nos embriées humanos inicia no
segundo trimestre da gestacdo, 0 mesmo se aplicando a producéo de bile e
a degluticdo de liguido amniético pelo feto. A literatura relata que, da mesma
forma, o embrido de galinha inicia a degluticdo e a peristalse e passa a pro-

duzir a bile ao redor do 162 dia de incubacdo®’.

1.7.4.4 - O Embrido de Galinha e as Técnicas de Troca de Liqui-

do Amnidtico

No ambito das pesquisas da influéncia do liqguido amni6tico na génese

da lesdo da gastrosquise, o0 embrido de galinha foi o animal de experimen-
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tacdo preferido para estudos que avaliavam os mecanismos de inflamacao,
como mediadores inflamatérios’®, 6xido nitrico® e efeito do mecénio e da
urina® sobre as alcas. A partir desses experimentos surgiu a idéia de “purifi-
car” o liquido amniotico dos fatores agressores ao intestino, promovendo sua
diluicéo.

Em 1995, Aktug et al.’* publicaram os resultados do primeiro experi-
mento que utilizou a troca de liquido amnidtico. No modelo de embrido de
galinha, diluiram o liquido amniético em uma solucéo fisioldgica e, ao final do
experimento, observaram menor lesdo das alcas submetidas a troca, tanto
macro como microscopicamente.

Um ano depois, Dommergues et al.*

publicaram o primeiro relato de
infusdo de solucéo fisiolégica na cavidade amnidtica em fetos humanos com
gastrosquise. Esses pesquisadores franceses aproveitaram dois casos de
gestacdes com fetos com gastrosquise e oligodramnios para propor amnioin-
fusdo, com o intuito de diminuir os efeitos lesivos da auséncia de liquido
amnidtico, tendo observado uma melhora no aspecto macroscopico do intes-

tino da gastrosquise. Sapin et al.**®

, aproveitando a experiéncia de Dommer-
gues et al.*°, adotaram o mesmo procedimento com outros dois fetos com
gastrosquise e oligodramnia, obtendo também bons resultados. Mas foi so-

mente em 1998 que Aktug et al.®

, acumulando a experiéncia com o modelo
de embrido de galinha, realizaram a troca de liquido amniético por uma so-
lucdo salina fisiolégica em uma gestacdo de um feto com gastrosquise e

sem oligodramnio. Ao nascer, a crianca apresentava minimo edema de al-

cas, o que possibilitou o fechamento fascial sem dificuldade e com inicio da
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via oral no 5° dia e alta hospitalar no 8° dia, o que n&o € o habitual nos casos
de gastrosquise.

Luton et al.**°

apresentaram o primeiro estudo comparando gestacdes
de gastrosquise com e sem troca de liquido amniético (10 casos em cada
grupo). Como resultado houve uma melhor evolucédo clinica dos pacientes
submetidos a troca de liquido amniético, porém ensaios clinicos com um
namero maior de pacientes sd0 necessarios.

Simultaneamente os estudos foram sendo aprofundados e, com o obje-
tivo de testar duas diferentes solucdes para troca de liquido amnidtico na
gastrosquise, Aktug et al.?’, em 1998, utilizaram o embrido de galinha como
modelo experimental, trocando liquido por uma solucéo fisioldgica, e em ou-
tro grupo, uma solucédo hiperosmolar com glicose. Novamente os melhores
resultados foram obtidos com a troca de liquido pela solucéo fisiolégica. Os
autores concluiram ser a simples diluicdo do liquido o fator determinante da
melhora das alcas intestinais. No mesmo ano esses pesquisadores publica-
ram um artigo complementar®® ao anterior no qual realizavam a analise do
liquido amniético pds-troca, tendo descoberto que ocorria uma importante
diminuicdo dos dejetos intestinais (acidos biliares e bilirrubina), ao contrario
dos urinarios, que nao se alteravam. Assim, a melhora no aspecto do intesti-
no apos a troca de liquido amnidtico por uma solucéo fisiolégica muito pro-
vavelmente se devia a eliminacéo de dejetos intestinais, ndo urinarios, deter-
minando, desta forma, uma correcdo as conclusdes do primeiro artigo™”.

Recentemente, Kanmaz et al.**' utilizaram o modelo de gastrosquise

em embrides de galinha para testar a alcalinizacéo do liquido amni6tico com
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bons resultados na diminuicdo da lesao intestinal, podendo ser esta uma al-

ternativa a troca de liquido, mais simples de ser executada.



2 - OBJETIVOS
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

. Reproduzir o modelo experimental da gastrosquise em embrides de galinha.

2.2 - Objetivos Especificos

. Determinar as taxas de sobrevida dos embrides ao experimento.

. Avaliar o aumento ponderal dos embrides.

. Analisar, a microscopia Otica, as alteracdes histolégicas do intestino dos
embrides.

. Utilizar técnicas de morfometria digital para medir a espessura da parede
intestinal dos embrides.

. Comparar as diferencas entre o intestino exposto ao liquido amnidtico e o
intestino ndo-exposto.

. Determinar se 0 modelo desenvolvido apresenta as alteracdes observadas

na gastrosquise.



3 - MATERIAL E METODO




3 - Material e Método 49

3 - MATERIAL E METODO

3.1 - Delineamento da Pesquisa

Este estudo foi do tipo experimental, randomizado, contemporaneo, cego e

controlado.

3.2 - Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Biotério e Laboratério de Cirurgia Experimental
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Faculdade de Medicina da Uni-

versidade de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul.

3.3 - Estudo Piloto

Visando adquirir experiéncia com a estrutura do ovo de galinha e com a ana-
tomia do embrido, realizou-se a exploracéo e disseccao de 14 ovos, estudando-se a
disposicdo das membranas embrionarias, a estrutura do corddo umbilical com as

algas intestinais em seu interior e a distribuicdo do liquido amnidtico (figura 5).
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Fig. 5 - Embrido de 13 dias de desenvolvimento. Notar o corddo umbilical com as alcas

intestinais no seu interior (seta) e 0 saco da gema (sg)

Com o objetivo de verificar a viabilidade do experimento, adquirir familiaridade
com o diagnéstico dos ovos fecundados e ndo-fecundados, desenvolver a técnica e
escolher o melhor momento de criar a gastrosquise, foi realizado um estudo piloto
com 90 ovos, cujos resultados sdo apresentados a seguir: em 8 ovos foi possivel
diagnosticar a auséncia de embrido através da ovoscopia. A ovoscopia, um proce-
dimento diagndstico simples e muito utilizado pelos criadores, realiza-se colocando o
ovo contra uma fonte de luz com razoavel intensidade (em nossa pesquisa utiliza-
mos uma lampada de Halogénio — Decostar — Osram® - Germany 500w — 12v); a com-
pleta transiluminacdo do ovo, sem sombras no seu interior, faz o diagndstico da au-

séncia do embrido, ao passo que os ovos fecundados apresentam uma sombra que
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corresponde ao embrido em desenvolvimento (figura 6). Em 10 ovos néo se realizou
nenhum procedimento, eles foram deixados para nascer, a fim de se confirmar o dia

do desenvolvimento embrionario no qual se encontravam 0s ovos da mesma serie.

Fig. 6 - Transiluminacédo evidenciando o ovo fecundado (a) e ndo fecundado (b)

Foram selecionados para o procedimento piloto de criagdo da gastrosquise 72
ovos. Em 59 o procedimento foi feito seguindo as descricbes prévias da literatura’*
15.27.28 'No 19° dia, havia 55 embriées mortos e 4 (7,2%) vivos. Nos restantes 13
(18%) embrides, selecionados para o procedimento, houve algum acidente técnico
que impossibilitou a execucdo. Em 1 caso ocorreu fratura da casca do ovo, em 6 ca-
sos, abertura acidental do saco da gema, em 2 casos, sangramento importante das
membranas que envolvem o embrido e, em 4 casos, houve leséo do corpo do em-

brido pelo instrumental cirdrgico.
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A partir do estudo piloto optou-se por realizar a pesquisa no 13° dia embriona-
rio, considerando ndo s6 a facilidade propiciada pelo tamanho do embrido como
também o fato de que a maioria dos autores dos trabalhos de troca de liquido amnio-
tico desenvolveram seus estudos nessa fase!* > 2" 28 112 Foj constatada também
uma extrema dificuldade técnica na manobra de exteriorizacdo do corddo umbilical,
guando se utilizavam instrumentos cirdrgicos delicados convencionais, como a pinca
de Adson e a pingca hemostética tipo mosquito. A apreensdo do corpo do embrido
por essas pingas ocasionou variados graus de leséo, indo desde uma escoriagédo até
arrancamento completo de membros, razéo pela qual se desenvolveu um instrumen-
to préprio para realizagdo do procedimento que consiste em um gancho, manufatu-
rado a partir de um estilete cirargico (figura 7). Com esse gancho foi possivel facil-
mente exteriorizar o corddo umbilical, junto a sua implantagéo no corpo do embrido,

e ndo foram mais observadas lesdes tipo arrancamento.

Fig. 7 - Gancho manufaturado a partir de um estilete cirdrgico, utilizado para identificar e
trazer para fora o corddo umbilical, diminuindo o risco de lesdo do embrido
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3.4 - Amostra

3.4.1 - Critérios de Inclusao

Foram utilizados na pesquisa 278 ovos fecundados de galinha da raca Leghorn
(Gallus domesticus), fornecidos por um mesmo incubatério e procedentes de diver-
sos criadores da regido nordeste do Rio Grande do Sul.

O ovos foram selecionados por veterinario especialista em criacdo de aves e
levados para o laboratorio em uma caixa isolante térmica, a fim de evitar perda de
calor durante o transporte. O transporte do incubat6rio até o laboratorio de pesquisa
nao demorou mais de 10 minutos na maioria das vezes. Os ovos selecionados para
o estudo foram retirados do incubatério no 11° ou 12° dia de desenvolvimento em-
brionério para a realizacdo do procedimento no 13° dia. Na chegada ao laboratério
os ovos foram submetidos a ovoscopia: os sem embrido foram excluidos e os ovos
com embrido foram identificados com o niumero do seu protocolo, escrito na casca
com l4pis preto, pesados e medidos no seu comprimento e largura e as informacdes

registradas no protocolo de pesquisa (Anexo 1).

3.4.2 - Critérios de Exclusao

Foram considerados critérios para exclusdo do estudo:

a) 0vos nos quais ocorreu algum tipo de acidente no procedimento de criagdo
da gastrosquise, como sangramento abundante do corddo umbilical, lesdo com ex-
travasamento do saco da gema, lesédo traumatica do embrido (laceracdo ou arranca-

mento de membros) e fratura da casca do ovo;
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b) embrides que, mesmo sendo submetidos ao procedimento de criacdo de
gastrosquise, apresentavam uma regeneracao total do coto umbilical, sem exteriori-
zacao de visceras no momento da abertura do ovo no 19° dia;

c) embrides mortos.

3.4.3 - Grupos

Utilizou-se para andlise dos dados a divisdo da amostra em 3 grupos:

« Grupo G (Gastrosquise): 18 embrides nos quais foi realizado o procedi-
mento cirlrgico para criar uma gastrosquise no 13° dia de desenvolvimento embrio-
nario e que no final do experimento, no 19° dia, na abertura do ovo apresentavam-se
Vivos e com o intestino protuido para fora da cavidade abdominal.

« Grupo M (Mistura de liguido amniético e alantdéide somente): 12 em-
brides nos quais foi realizado o experimento no 13° dia, consistindo na abertura do
orificio na casca e abertura das membranas amniética e alantéide, promovendo a
mistura dos liquidos amniotico e alantdide, mas que diferia do grupo gastrosquise
por ndo haver a manipulacédo do corddo umbilical (sem expor as algas). No 19° dia
os ovos foram abertos, e o coto umbilical de cada animal vivo foi examinado para ga-
rantir gue nao havia visceras expostas, sendo entdo abordado. As al¢cas de intestino
delgado ali localizadas foram removidas para exame.

. Grupo C (Controle): 10 embrides do 19° dia, trazidos diretamente do incu-
batorio, nos quais nenhum procedimento foi realizado. Os ovos foram abertos e 0

intestino delgado junto ao anel umbilical foi removido para exame.



3 - Material e Método 55

3.5 - Método

No laboratério os ovos eram colocados em uma incubadora com sistema de
aguecimento através de ar quente circulante, propria para esta finalidade (Hova-
-Bator® Incubator, Model G.Q.F. Mgf. Co. Savannah, Ga. USA) (figuras 8 e 9), man-
tidos a uma temperatura de 37,5° C e em um ambiente com 80% de umidade e gira-
dos manualmente 1 ou 2 vezes ao dia até o procedimento. A temperatura da incu-
badora era controlada por 2 termdmetros, um termometro-higrometro digital (Hygroterm
— Kat Nr. 30.5000 — TFA — Germany) com variagao de — 10° a + 60° C de tempera-
tura, com divisdes de 0,1° C e com variacdo de 10% a 99% de umidade relativa,
com divisdes de 1%, e um termdmetro a mercurio, préprio para pequenas incuba-
doras (Incoterm® - ref. 89345/01), de 25° a 40° C, com divisbes de 1° C. A umidade

relativa era controlada pelo termémetro-higrometro digital citado acima.

Fig. 8 - Incubadora
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Fig. 9 - Incubadora aberta

Os ovos previamente randomizados por grupo, numerados, pesados e medidos
eram retirados da incubadora e colocados em um suporte apropriado para o proce-
dimento, tendo-se o cuidado de manter o pélo mais largo, aquele que contém a ca-
mara de ar, voltado para cima, porque ali se daria a abordagem. Luvas cirirgicas es-
téreis eram calcadas e um campo estéril era colocado sobre o ovo, de forma a per-
mitir a exposicdo da area a ser manipulada. Em seguida se procedia a antissepsia
do local de abordagem com alcool isopropilico a 70% (figura 10). O instrumental ci-
rurgico era selecionado e consistia de uma tesoura de iris, uma pin¢ga de Adson sem
dente, uma pinca de preensao tipo “mosquito” e o gancho fabricado para este pro-
cedimento. Com a pinga mosquito iniciava-se a confec¢cado de um orificio no pélo do
ovo de 0,7 a 1 cm de didmetro (figura 11). A seguir abordava-se a camara de ar do

ovo (figura 12) e no assoalho da cAmara de ar encontrava-se a membrana do ovo
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qgue era aberta em conjunto com a membrana corioalantéide (figura 13). A abertura
em separado dessas duas membranas ndo era possivel. Os sangramentos eram
controlados com o delicada preensdo dos vasos ou com uma pin¢a de cautério do
tipo bipolar. Em seguida abordava-se a cavidade amnidtica e com o gancho proce-
dia-se a busca pelo corddo umbilical (figura 14). Esta manobra é facilitada seguindo-
se 0s grandes vasos umbilicais que sao facilmente identificados (figura 15) ou explo-
rando com o gancho junto aos membros inferiores do embrido. Apds identificado, o
corddo umbilical era gentilmente exteriorizado do ovo e procedia-se a identificacao
das estruturas do seu interior. As alcas intestinais sdo facilmente visiveis dentro do
cordao umbilical (figura 16). Com a tesoura de iris e com auxilio da pinca de Adson,
fazia-se a abertura do corddo umbilical o mais préximo possivel do abdémen do em-
brido (figura 17), na zona denominada coto umbilical. Em seguida uma gentil pres-
sdo era realizada a fim de que algumas alcas intestinais saissem pela abertura (fi-
gura 18). Atencao especial nesse momento era dada aos vasos umbilicais que cru-
zam dentro do corddo umbilical (figura 19); uma lesdo desses vasos, com conse-
guente sangramento, inviabiliza o procedimento. Apds exteriorizacdo das alcgas, o
corddo umbilical retornava para dentro do ovo. A borda da abertura na casca era
limpa de residuos de sangue e liquido amniético e o orificio era fechado com o uso
de curativo plastico (figuras 20 e 21) (Tegaderm® - 3M Health Care, St. Paul, USA).
Em seguida o ovo era recolocado na incubadora e seguia com cuidados de
verificacdo de temperatura e umidade 3 vezes ao dia e viragem manual 1 a 2 vezes
ao dia (figura 22). Em cada lote em incubacao, pelo menos um ovo normal era dei-
xado para nascer espontaneamente, afim de confirmar o dia previsto para a ecloséo
do lote. Os ovos eram examinados diariamente pelo pesquisador e, mesmo cons-

tatando-se a morte do embrido, eles nao eram retirados da incubadora. Ao final do
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experimento, no 19° dia, os ovos eram retirados da incubadora, pesados e abertos
para exame. Os animais vivos, identificados pela presenca de movimentos espon-
tdneos e/ou sangramento de membranas na abertura da casca (figura 23), eram
examinados e classificados como apresentando gastrosquise ou ndo. Aqueles que
nao apresentavam alcas intestinais expostas eram excluidos e os com as alcas de
intestino delgado expostas eram submetidos a secagem do excesso de liquido
amnidtico, fotografados, pesados e realizada eutanasia por exangtinacdo dos vasos
umbilicais, sendo removido o intestino protuido pelo defeito abdominal para posterior
analise anatomopatoldgica (figuras 24 e 25). Esses embribes vieram a compor o

grupo gastrosquise (G) no estudo.

Fig. 10 - Antissepsia com alcool 70%, na extremidade mais alargada do ovo
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Fig. 11 - Abertura do orificio na extremidade mais alargada do ovo, com o uso da pinga

tipo “mosquito”

Fig. 12 - Orificio de 0,7 a 1 cm de didmetro aberto sobre a cAmara de ar para aborda-

gem cirargica
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Fig. 13 - Orificio sobre a camara de ar com visdo da membrana do ovo

Fig. 14 - Abordagem da cavidade alantdide e amnidtica com o gancho, para abrir as

membranas e localizar o corddo umbilical
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Fig. 15 - Gancho trazendo o corddo umbilical. Notar a grande artéria umbilical presente

no seu interior (seta)

Fig. 16 - Gancho trazendo o coto umbilical com as algas intestinais visiveis mas cober-
tas pela membrana do cord&o. Notar o corpo do embrido logo adjacente (seta)
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Fig. 17 - Tesoura de Iris abrindo o corddo umbilical, tomando-se o cuidado de néo lesar

a artéria e veia umbilical

Fig. 18 - Cordao umbilical aberto e as alcas intestinais parcialmente expostas
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Fig. 19 - Algas intestinais fora do cordao umbilical, liberadas das membranas que reco-

brem. Notar a grande artéria umbilical (seta) que encontra-se no campo cirdrgico

Fig. 20 - Cordao umbilical devolvido para dentro do ovo e o orificio sendo coberto por

um curativo plastico adesivo
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Fig. 21 - Fechamento do orificio com curativo plastico

Fig. 22 - Final do procedimento, ovos devolvidos a incubadora para controle de tempe-
ratura, umidade e viragem até o 19° dia
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Fig. 23 - No 19° dia de desenvolvimento o ovo é aberto e a vitalidade do embrido é ava-
liada pelos movimentos espontaneos ou pelo sangramento das membranas da
casca (setas)

; |

Fig. 24 - Embrido no 19° dia, no momento da abertura do ovo. Notar a circulagéo ativa, o
sangramento das membranas (memb) e o intestino protuido pelo defeito umbili-
cal (seta), junto ao saco da gema (sg)
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Fig. 25 - Detalhe do abdémen do embrido com o saco da gema, o corddo umbilical e as
algas intestinais com aspecto espessado protuidas para fora do abdémen (se-
ta)

As alcas intestinais eram fixadas em formol a 10% e encaminhadas para o la-
boratorio de patologia, para fixacdo em parafina. Para obter cortes transversos (de 5
micrémetros de espessura), o angulo entre o eixo longitudinal do espécime e a la-
mina do micrétomo foi o mais préximo possivel de 90°. Os cortes do intestino eram
montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina. Procedia-se a
avaliacdo histoldgica usual dos cortes a procura de sinais inflamatérios e da forma-
cao de peel, conforme a tabela 5. As analises morfométricas foram realizadas a par-
tir da digitalizacdo das imagens obtidas em microscopia Gtica com microscopio

Zeiss® (Modelo Axiastar) com 6tica plana acromética e foto-tubo (videocamara
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Sony® DXC 151) e analisadas através do programa integrado de morfometria e ana-
lise de imagem Image Pro Plus — Media Cybernetics®.
Através da analise digital foi possivel calcular a espessura da parede intestinal

para cada corte histolégico em micrometros.

3.6 - Variaveis em Estudo

As variaveis estudadas foram:

. Peso do ovo em gramas: aferido através de balanga semi-analitica da mar-
ca Micronal, modelo B2000, com divises de 0,01 g.

.« Comprimento e largura do ovo em milimetros: aferidos por de um pa-
quimetro com divisbes de 1 mm.

. Mortalidade de embrides ao procedimento: avaliada mediante exame vi-
sual de movimento do embrido e/ou sangramento de membranas na abertura da
casca do ovo, para diagnostico de vitalidade.

. Peso do embrido em gramas: aferido pelo mesmo método de pesagem de
0VoOS.

. Relacdo peso embrido pelo peso do ovo (PE/PO): em percentuais — cal-
culada pela férmula: (Peso do embrido / Peso do ovo no 192 dia ) X 100.

. Acidentes do procedimento: identificados pelo pesquisador e anotados no
protocolo de pesquisa.

. Avaliacdo das estruturas exteriorizadas na gastrosquise: identificadas

pelo pesquisador e anotadas no protocolo de pesquisa.
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. Avaliacdo da inflamacéo intestinal: realizada através de escore semiquan-
titativo, por analise histologica convencional. A tabela 5 apresenta os critérios de
avaliacao histoldgica utilizados no estudo

. Medidas das espessuras intestinais: expressas em micrémetros, aferidas
através de analise morfométrica digital dos cortes, realizando-se 6 medidas aleato-
rias para cada embrido, quais sejam:

- espessura total de parede;

- espessura da serosa;

- espessura da camada muscular;

- espessura da mucosa (medida a partir da base do vilo até o inicio da ca-
mada muscular).

. Avaliacdo do numero de plexos nervosos mioentéricos: efetuada por

analise histologica convencional em hematoxilina-eosina.

3.7 - Etica em Estudos Experimentais

A utilizacdo dos embrides foi realizada sob condicdes éticas e cientificas regu-
lamentadas pela Lei Federal n® 6.638, de 08 de maio de 1979, a qual estabeleceu as
normas para a pratica didatico-cientifica da experimentacdo com animais''®. Esta
pesquisa foi autorizada pela coordenacdo do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude — Laboratorio de Cirurgia Experimental, da Faculdade de Medicina da Univer-

sidade de Caxias do Sul, onde foi desenvolvido o trabalho experimental.
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Tabela 5 - Avaliacdo histologica do intestino dos embrides de galinha

Classificacédo || Grau Histologia || Escore
Serosite
Ausente 0 Auséncia de alteracdo anatomopatolégica 0
Leve I Edema e infiltrado inflamatério grau | (até 5 leucdcitos por 1
campo de 40X)
Moderada Il Edema e infiltrado inflamatério grau Il (de 5 a 25 leucdcitos 5
por campo de 40X) + proliferacdo endotelial
Severa Il Edema e infiltrado inflamatério grau Il (mais de 25 leucécitos
por campo de 40X, com exsudato seroso e hiperemia in- 3
tensa) + proliferacdo mesotelial
Enterite
Ausente 0 Auséncia de alteragdo anatomopatoldgica 0
Leve I Edema e infiltrado inflamatério grau | com discreta ectasia ve-
nosa e linfatica, com discreto edema vilositario (sem atrofia 1
da vilosidade), do cério da mucosa ou do mesentério
Moderada Il Edema e infiltrado inflamatério grau Il, com congestao veno-
sa e ectasia linfatica + discreta atrofia vilositaria com mo- 2
derado edema das vilosidades, do cério da mucosa ou do
mesenteério
Severa ] Edema e infiltrado inflamatério grau Ill apresentando conges-
tdo venosa intensa com extravasamento de hemacias para o
intersticio + atrofia vilositaria severa com alargamento ou 3
achatamento vilositario, do cério da mucosa ou do me-
sentério
Necrose
Ausente 0 Auséncia de alteracdo anatomopatolégica 0
Leve I Necrose restrita & serosa 1
Moderada Il Necrose estendendo-se a serosa e muscular 2
Severa ] Necrose transmural 3
Depésito de colageno e fibrina na serosa (Peel)
Ausente 0 Auséncia de peel sobre a serosa 0
Leve I Deposito focal de peel sobre a serosa 1
Moderado Il Deposito moderado de peel sobre a serosa 2
Severo Il Deposito extenso de peel sobre a serosa 3

Modificada a partir de Sherman et al.*, Ferreira et al.”® e Kubaski®.
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3.8 - Andlise Estatistica

Inicialmente os dados foram descritos através de média e desvio padrao.
Variaveis qualitativas foram expressas por freqiéncia e percentual. Na comparacéo
dos grupos utilizou-se a analise de variancia com 1 (um) critério de classificacao
(ANOVA one-way). A localizacdo de diferencas significativas foi feita mediante o do
teste de comparacfes multiplas de Duncan. A comparacao de variaveis assimétricas
foi confirmada pela utilizacdo do procedimento ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
com localizacdo de diferencas pelo teste de Dunn. O nivel de significancia foi de
a = 0,05. Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos programas

SSPS® (v.10) e Sigmaplot® (V 2.1).
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4 - RESULTADOS

4.1 - Sobrevida

Dos 236 ovos do grupo gastrosquise (G), 207 (87,7%) tiveram o procedimento
cirdrgico realizado com sucesso e 29 (12,3) apresentaram acidentes na execucao.

Dos 207 embrides submetidos a criagdo de uma gastrosquise, 184 (88,9%) es-
tavam mortos ao final do experimento (figuras 26 e 27) e 23 vivos, sendo, portanto,

de 11,1% a taxa de sobrevida ao procedimento para criar uma gastrosquise.

Fig. 26 - Embrides mortos do grupo gastrosquise
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Fig. 27 - Embrido do grupo gastrosquise morto. Observar a presenca do defeito abdo-

minal com as alg¢as intestinais exteriorizadas (seta)

Dos 23 embribes que sobreviveram ao experimento, 5 (21,7%) mostravam ci-
catrizacao do defeito abdominal sem algas intestinais expostas (figura 28) e 18 apre-
sentavam gastrosquise, reconhecida pelo exame do embrido. Entéo, considerando
0os 207 embrides submetidos inicialmente ao procedimento, a taxa de sucesso na
realizacdo de gastrosquise foi de 8,7% (IC 95%: 5,4 a 13,6).

Dos 17 embrides do grupo mistura (M), 12 (70,5%) sobreviveram ao experi-

mento, o que resultou em taxa de sobrevida de 70,5%.
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Fig. 28 - Embrido do grupo gastrosquise, que no 19° dia apresentava cicatrizagdo com-
pleta do coto umbilical, sem exteriorizac@o das alcas. Observas a zona de cica-
triz no coto umbilical (seta)

A comparacao da taxa de sobrevida desses dois grupos mostrou haver entre
eles diferenca estatisticamente significativa (P = 0,045).

Os 15 ovos deixados para nascer eclodiram no dia previsto para ser o 212 do
desenvolvimento embrionario.

A figura 29 resume a distribuicdo da amostra nos grupos de estudo.



4 - Resultados

75

AMOSTRA

Total de ovos
278

Grupo gastrosquise

236

Procedimento para
criar uma gastrosquise

l—l—l

]

Grupo mistura

17

Grupo controle

10

Embrides
para nascer

15

Procedimento de

mistura de liquidos
somente

l—l—l

Sucesso no
procedimento
207
(87,7)

Acidente
no procedimento
29
(12,3%)

l—l—l

Embrides vivos
23
(11,1%)

Embrides mortos
184
(88,9%)

I—I—l

Com Gastrosquise)
18

(8,7%)

Sem Gastrosquise,
5
(21,7%)

Embrides vivos
12
(70,5%)

EmbriGes mortos
5
(29,5%)

Fig. 29 - Distribuicdo dos ovos e embrides na amostra

4.2 - Acidentes no Procedimento

A tabela 6 indica os acidentes ocorridos no procedimento cirurgico que fizeram

com que 29 ovos do grupo G fossem desprezados.

Tabela 6 - Acidentes no procedimento para criar uma gastrosquise

Acidente cirargico f %
Lesdo do saco da gema 16 55,17
Fratura da casca do ovo 2 6,90
Sangramento dos vasos umbilicais 11 37,93
Total 29 100,00
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4.3 - Peso, Comprimento e Largura dos Ovos e Peso dos Embrides

A tabela 7 apresenta o peso, o0 comprimento e a largura dos ovos, bem como o

peso dos embrides e a relacdo peso do embrido/peso do ovo (PE/PO).

Tabela 7 - Medidas de peso, comprimento e largura dos ovos, peso dos embrides e

relacdo peso do embrido/peso do ovo (média + desvio padrao)

GRUPOS
Variaveis G M C P
n=18 n=12 n=10
Peso do ovo no dia 13 (g) 53,51+ 5,70 57,71 £ 3,62 54,20 + 4,34 0,069
Peso do ovo no dia 19 (g) 51,67 + 5,50 55,72 £ 3,44 52,40 + 3,96 0,066
Comprimento (mm) 55,44 + 3,07 58,25 + 2,73° 56,40 + 2,37*" | 0,038
Largura (mm) 42,67 £ 1,41 42,83 + 1,03 42,70 + 1,64 0,946
Peso do embrido (g) 17,43 + 4,01° 21,98 +1,74° 25,43 £ 2,44° < 0,001
Relacdo PE/PO 33,79 + 7,26° 39,60 + 4,04° 48,51 +2,69° | <0,001

Letras-indice ndo-coincidentes apresentam diferencas estatisticamente significativas.

As médias de comprimento dos ovos mostraram uma diferenca estatisticamen-

te significativa no Grupo M, porém nao foram evidenciadas diferencas nas compara-

cOes do peso do ovo no dia 13 e no dia 19 e da largura.

A comparacdo do peso do embrido e da relacdo PE/PO nos trés grupos mos-

trou uma diferenca estatisticamente significativa, indicando que houve uma diminui-

cao no peso do embrido do grupo gastrosquise quando comparado com 0S grupos

mistura e controle.

A figura 30 apresenta em graficos as medidas de peso, comprimento e largura

dos ovos, peso dos embrides e relacdo PE/PO.
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Fig. 30 - Gréficos de média e barra de erro (+ desvio padrdo) representando a compara-
¢cdo de diversas variaveis entre os grupos em estudo (G:gastrosquise; M: mis-
tura; C: controle).
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4.4 - Analise MacroscOpica das Visceras Expostas

A avaliagdo por inspecdo das visceras expostas ao nascimento mostrou que
em todos os casos do grupo G as visceras expostas foram alcas do intestino delga-
do (figuras 31, 32, 33 e 34). Nao foi observado figado exposto em nenhum dos ca-
so0s. Nos grupos M e C, no momento da abertura do ovo, o corddo umbilical encon-
trava-se intacto e ndo havia visceras expostas em nenhum deles (figuras 35, 36 e

37).

o, M S

Fig. 31 - Embrido vivo do grupo gastrosquise. Observar a dilatacdo e hiperemia das al¢as

intestinais expostas
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Fig. 32 - Embrido vivo do grupo gastrosquise. Observar o espessamento e a aglutinagao
de alcas intestinais, lembrando uma gastrosquise humana (seta)

Fig. 33 - Embrido vivo do grupo gastrosquise. Alcas intestinais expostas, aderidas e com

parede espessada, ainda é possivel identificar o saco da gema

79
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Fig. 34 - Embrido do grupo gastrosquise. Alcas intestinais expostas, lateralmente ao cor-
dao umbilical e ao saco a gema. Notar a hiperemia e o aspecto inflamatério das

algas.

o

Fig. 35 - Embrido do grupo mistura. Notar o coto umbilical intacto e o inicio do processo
de retracdo do saco da gema

80
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Fig. 36 - Embrido do grupo controle. Observar o coto umbilical intacto (seta), e o pleno de-

senvolvimento do animal no 19° dia

Fig. 37 - Detalhe do coto umbilical aberto do embrido do grupo controle. Observar as al-

¢as intestinais com aspecto normal, sem edema ou hiperemia
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4.5 - Anélise Microscopica das Alcas Intestinais

A avaliacdo microscopica das algas intestinais baseada no escore previamente
apresentado (tabela 5) classificou os achados de serosite, enterite, necrose e peel.
Os grupos M e C exibiram poucas alteragdes ao exame histopatoldgico (figuras 38,
39, 40, 41 e 42). Diferentes graus de leséo puderam ser observados no Grupo G,

conforme se pode ver nas figuras 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 e 51.

Fig. 38 - Corte histolégico do intestino de embrido do grupo C, (100x). Observar 0 aspecto

normal das camadas do intestino
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(100x). Enterite leve

do grupo C

ao

Corte histologico do intestino de embri

Fig. 39 -

Fig. 40 - Corte histologico do intestino de embrido do grupo C, (400x). Observar o aspecto

normal das vilosidades intestinais e das camadas mucosas e muscular
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Fig. 41 - Corte histoldgico do intestino de embrido do grupo M, (100x). Observar infiltrado

inflamat6rio nas vilosidades intestinais

Fig. 42 - Corte histolégico do intestino de embrido do grupo M, (400x). Enterite leve. Observar

o nitido infiltrado inflamatério nas vilosidades intestinais

84
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Fig. 43 - Corte histolégico do intestino exposto de embrido do grupo G, (40x). Observar

espessamento da parede, as al¢as intestinais aderidas

Fig. 44 - Corte histoldgico do intestino exposto de embrido do grupo G, (100x). Observar

espessamento da parede, edema e infiltrado inflamatério na serosa

85
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Fig. 45 - Corte histologico do intestino exposto de embrido do grupo G, (100x). Observar
espessamento da parede, e o0s sinais de enterite severa, com infiltrado inflama-

torio na mucosa

Fig. 46 - Corte histoldgico do intestino exposto de embrido do grupo G, (100x). Observar

a congestdo dos vasos do mesentério (seta)
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Fig. 47 - Corte histoldgico do intestino exposto de embrido do grupo G, (400x). Serosite

severa. Observar o infiltrado inflamatério na serosa (setas)

Fig. 48 - Corte histologico do intestino exposto de embrido do grupo G, (400x). Observar

espessamento da serosa e infiltrado inflamatorio e fibrina
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Fig. 49 - Corte histologico do intestino exposto de embrido do grupo G, (100x). Observar
a necrose de toda a parede intestinal e o depdsito de fibrina sobre a serosa.
Desorganizagéo da estrutura normal da parede

Fig. 50 - Corte histoldgico do intestino exposto de embrido do grupo G, (400x). Observar

infiltrado inflamatério na serosa e também na mucosa (enterite)

88
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Fig. 51 - Corte histologico do intestino exposto de embrido do grupo G, (400x). Observar
intenso infiltrado inflamatério do mesentério

A tabela 8 apresenta as médias dos escores de avaliagdo histopatologica obti-

dos pelos trés grupos em estudo.

Tabela 8 - Analise histolégica das alcas do intestino delgado dos 3 grupos, baseado
no escore padronizado da tabela 5 (média + desvio padrao)

Grupos
Achados G M C P
n=18 n=12 n=10
Serosite 2,17 + 0,79 0,25 + 0,45" 0,3 +0,48° < 0,001
Enterite 1,83 + 1,04 0,25 + 0,45" 0,3+0,67" < 0,001
Necrose 0,94 +1° 0° 0° < 0,001
Peel 1,28 + 1,07 0° 0° < 0,001
Total 6,22 + 3° 0,5+0,8 0,6 +0,84° < 0,001

Letras indice ndo-coincidentes apresentam diferencgas estatisticamente significativas.
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A comparacédo dos escores obtidos pelos 3 grupos mostrou diferenca estatisti-
camente significativa para todos os parametros do grupo G em relagdo aos de-

mais.

4.6 - NUmero de Plexos Nervosos

O numero de plexos nervosos da parede intestinal foi contado (figuras 52 e 53)

e a tabela 9 apresenta os resultados.

Fig. 52 - Corte histolégico do intestino exposto de embrido do grupo G, (400x). Observar

0s plexos nervosos mioentéricos (setas)
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Fig. 53 - Corte histolégico do intestino de embrido do grupo M, (400x). Observar o plexo

nervoso mioentéricos (seta)

Tabela 9 - Numero de plexos nervosos por corte de intestino (média £ desvio pa-

drao)

Grupos
G M C P
n=13 n=12 n =10
Plexos Nervosos 12,23 + 3,92 11,5+ 3,15 11,1 £ 2,23 0,69

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na contagem de plexos ner-

VOS0S nos 3 grupos estudados.
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Em 5 amostras do grupo G, as condi¢gBes técnicas da preparacdo histolégica
nao pertimiram uma contagem precisa do numero de ganglios, tendo sido esses ca-

sos excluidos.

4.7 - Espessura Intestinal

A tabela 10 apresenta as médias dos resultados obtidos das medidas da es-
pessura da parede intestinal total e de suas diferentes camadas, mediante andlise

morfométrica digital (figura 54).

Fig. 54 - Corte histolégico do intestino de embrido do grupo C, (40x). Demonstracdo das
camadas intestinais medidas pela morfometria digital (azul: espessura total; rosa:

mucosa; vermelho: serosa; verde: muscular)



Tabela 10 - Medidas de espessura intestinal em micrémetros

4 - Resultados

Grupos
Camadas G M C P
n=18 n=12 n=10
Mucosa 187,13 + 16,45 175,31+ 12,77° 176,85 + 7,71*° 0,048
Muscular 173,76 + 71,98 194,73 + 57,97 181,68 + 52,87 0,679
Serosa 96,98 + 25,57% 62,41 + 14,26" 51,7 + 10,76° 0,001
Total 457,86 + 75,34 432,46 + 54,27 410,24 + 45,64 0,163

Letras-indice ndo-coincidentes apresentam diferengas estatisticamente significativas
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Os valores da espessura intestinal mostraram uma diferenca estatisticamente

significativa nas medidas da serosa e da mucosa. A espessura da muscular ndo

apresentou diferenca.

Encontrou-se diferenca na espessura total entre os grupos G e C, no entanto

essa diferenca (que pode ser considerada de tamanho moderado), ndo atingiu signi-

ficancia estatistica classica. No entanto, ao realizar-se uma andlise de regressao li-

near, por estarem os grupos ordenados por magnitude de efeito, constatou-se uma

significancia limitrofe (P = 0,056). Isto quer dizer que, a medida que a exposi¢do do

embrido ao liqguido amnidtico modificado aumenta, maior é a espessura observada

na parede do intestino.

A figura 55 contém os graficos de espessuras intestinais nos trés grupos em

estudo.



220
S E 200
82 180
a ©
29 160
2 S 140
MBS
0
140
_cg,\ 120
S
=]
il
[}
b e 20
0

PN I T I O T |

Grupo

Espessura da
muscular (um)

Espessura total da
serosa (um)

4 - Resultados

280
240
200
160
120

G M C
Grupo
550
500
450
400 é
350
0 T | 1 |
G M C
Grupo

Fig. 55 - Gréaficos de média e barra de erro (+ desvio padrdo) representando a comparagao

das medidas de espessuras intestinais. (G: gastrosquise; M: mistura; C: controle)
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5 - DISCUSSAO

A prevaléncia global de gastrosquise vem aumentando na ultima década, fa-
lando-se até em “epidemia da gastrosquise™*. Em contrapartida, avancos signi-
ficativos foram alcancados nas diferentes areas de atencao aos pacientes. As ques-
tdes ainda pendentes quando ao manejo sdo hoje matéria de intenso estudo por
pesquisadores de todo o0 mundo, e modelos experimentais em animais séo parte fun-
damental das pesquisas.

O objetivo deste estudo foi o de reproduzir e, desta forma, avaliar o modelo
experimental em embrides de galinha, testando a hip6tese de que este modelo ani-
mal seria capaz de desenvolver achados intestinais compativeis com a gastrosquise
humana.

O embrido de galinha tornou-se o modelo experimental de gastrosquise em
pelos menos dois grandes centros de pesquisa: Holanda e Turquia.

Sem duavida, suas principais vantagens sdo o baixo custo de execucdo do ex-
perimento, o descarte facil, a dispensa de anestesia e reduzido o material cirdrgico
utilizado.

O embrido de galinha € um modelo Unico, principalmente porque o procedi-
mento pode ser realizado no periodo em que o intestino protui pela hérnia do cordao

I**, e pelo fato de o liquido amniético estar livre de dejetos urinarios e intes-

umbilica
tinais fetais que estdo contidos no saco alantéide. Assim sendo, pode-se optar por

criar uma gastrosquise misturando ou ndo os dejetos cloacais do embrido ao liquido
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amnidtico, basicamente na dependéncia do momento do desenvolvimento embrio-
nario em que se realiza o procedimento. Criar uma gastrosquise banhada somente
por liquido amniético, sem dejetos, pode ser util quando se quer testar separada-
mente substancias irritantes ao intestino, como urina e mecénio humanos®.

Outra vantagem é a de que, no embrido de galinha, a gastrosquise pode ser

16, 19, 31

realizada em estagios precoces do desenvolvimento como se acredita ser sua

embriogénese®® *°.

Os custos com este modelo experimental sdo sensivelmente mais baixos do
gue com outros animais, 0os ovos de galinha embrionados séo de baixissimo custo e
0S gastos com incubacdo e procedimento cirargico também sdo modestos. O alto
custo é a principal desvantagem dos modelos que empregam ovelhas.

As principais desvantagens do embrido de galinha como modelo experimental
se situam na alta taxa de mortalidade e nas diferencas observadas nas membranas
embrionarias e na composicdo do liqguido amnidtico.

Uma das criticas ao modelo em galinhas seria que a composicdo do liquido
amnidtico e do sangue seria distinta da dos mamiferos, em especial o homem. A os-
molaridade plasméatica e do liquido amnioalantéide do embrido de galinha é real-
mente menor que em humanos’*, porém o comportamento do liquido amnioalantéide
e do liguido amniético humano se assemelha. Ambos apresentam diminuicdo dos
niveis de sédio e elevacdo na concentracdo de potassio, uréia e creatinina, relacio-
nadas ao inicio do pleno funcionamento renal, que acontece ao redor do 15° dia nos
embrides de galinha e na 302 semana nos fetos humanos™®.

Outra desvantagem do modelo € a dificuldade técnica em obter espécime de

intestino no qual se possa medir o comprimento e, dessa forma, calcular a densi-

dade, como realizado por Kubaski®®. As alcas intestinais, no presente estudo, na
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maioria das vezes estavam agrupadas e aderidas, o que impossibilitou a medida do
seu comprimento.

Quando comparados com o modelo experimental em ratos desenvolvido por
Correia-Pinto et al.*®, os embrides de galinha tém a vantagem de ser animais maio-
res (o0 peso do embrido de galinha no 19° dia é cinco vezes maior que o do feto de
rato no 21° dia embrionario). Sem duvida, os ratos talvez sejam os animais com 0s
quais 0s pesquisadores tenham maior experiéncia, porém, apesar das vantagens
citadas pelos autores, como modelos experimentais de gastrosquise os fetos de rato
s&o animais pequenos. Mesmo o trabalho de Correia-Pinto et al.”® necessitou da uti-
lizacdo de microscépio (16x de aumento) para realizar o procedimento.

A infeccdo seguida de abortamento foi uma complicacdo observada em mode-
los experimentais em coelhos®® %, Nos embrides de galinha deste estudo, a conta-
minacao nao foi considerada, pois 0s ovos de galinha sédo estruturas colonizadas por
germes, no seu exterior e interior. Para reduzir as perdas, os criadores utilizam mé-
todos para controlar a contaminacdo, como vaporizacdo com formalina, com per-
manganato de potassio ou banho em solucdo com antibiéticos®®. Nenhum desses
métodos, porém, foi utilizado nesta pesquisa, uma vez que o uso de produtos po-
deria causar danos ao embrido. Ovos de galinha contaminados sdo faceis de ser
identificados pelo odor caracteristico, e os embrides nao resistem a infecgéo.

A escolha do melhor momento para realizar gastrosquise em embrides de gali-
nha leva em conta muitos fatores. Como este experimento desejava criar condi¢cdes
de liquido amnidtico que se assemelhassem ao humano, o procedimento deveria ser
realizado apés o 72 dia de desenvolvimento®®. Porém embrides de 7 dias s&o ani-

mais pequenos™*? e de dificil manipulacdo sem microscépios ou lupas cirdrgicas>".
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A opcéo por realizar o procedimento no 13° dia foi baseada na maioria dos tra-
balhos que consideraram a data ao redor desse dia como a ideal'* 1> 28303171 Dby
mesma forma, o final do procedimento foi realizado no 19° dia para proporcionar um
periodo relativamente longo de exposicdo das alcas intestinais ao liquido amnioa-
lantdide e porque, no 20° e 21° dias, o embrido cresce significativamente, comega a
movimentar-se intensamente no interior do ovo, a quantidade de liquido diminui e
existe o risco de o intestino eviscerado aderir a outras estruturas. Entretanto, auto-

reslG, 71

ja demonstraram que, quanto mais precocemente se realiza a gastrosquise,
maior é a sobrevida.

A deciséo de realizar a abertura do coto umbilical do embri&o ao invés de fazé-
-lo na parede abdominal, para promover a saida das al¢cas, baseou-se no estudo de
Aktug et al.'®>, que comparou esses dois procedimentos e demonstrou que os acha-
dos histopatolégicos das alcas intestinais do grupo em que se realizava uma abertu-
ra do coto umbilical, eram mais representativos da gastrosquise.

Os embriBes onde se realiza a gastrosquise através da abertura da parede
abdominal desenvolvem nitidas alterac6es isquémicas do intestino, como se o anel
na parede tivesse exercido constriccdo sobre o mesentério das algcas extrusas e le-
vado a necrose intestinal com completa cicatrizacéo do defeito’. Esse fato também
€ observado em humanos, existindo relatos de fetos com diagnéstico de gastrosqui-
se em ecografias pré-natais e que nascem com o abdémen sem defeito e com atre-
sia intestinal associada (vanishing bowel)®> 1> 1¢ A constriccéo do defeito pode ser
explicada pela cicatrizacdo das bordas da pele e dos tecidos da parede abdominal
como musculo e aponeurose. Sabe-se, atualmente, que o0 processo de cicatrizacao

intra-Utero ocorre de maneira distinta do observado fora do Gtero*!’. Ferimentos da

pele intra-uterinos resolvem sem formar cicatriz, mas feridas no estbmago ou em



5-Discussdo 100
musculos como o diafragma produzem importantes cicatrizes cobertas por fibrina,
efeito esse que os estudos atribuem ao contato com o liquido amniético**’ 18 1° po.
rém algum mecanismo de autoprotecdo deve estar envolvido, salvaguardando o cor-
dao umbilical, pelo fato de que, nos defeitos umbilicais, se os bordos do coto umbi-
lical cicatrizassem em contato com o liquido amnidtico, isso colocaria em risco a vida
do feto ja que faria constriccdo sobre o vasos umbilicais.

A sobrevida observada neste estudo é considerada baixa mesmo em compa-

racdo com a de outros estudos em embrides de galinha. A tabela 11 compara a so-

brevida dos animais em varios trabalhos experimentais.

Tabela 11 - Sobrevida dos modelos experimentais de gastrosquise

Autor / Ano Animal Sobrevida ao experimento (%)
Haller®®/ 1974 Ovelha 48,7
Langer et al.”* / 1989 Ovelha 42,8
Aoki et al.”°/ 1980 Coelho 15, 23,56°
Phillips et al.®* /1991 Coelho 78
Albert et al.” / 1993 Coelho 38,1
Kubaski® / 1994 Coelho 73,3
Santos®/ 2000 Coelho 86,9
Correia-Pinto et al.* / 2001 Rato 90,6
Kliick et al.*® / 1983 Galinha 32" (69
Lopez de Torre et al.”*/ 1991 Galinha 51° (22,89
Aktug et al.* / 1995 Galinha 41°
Aktug et al.”® / 1997 Galinha 87 (180°)
Dilsiz et al.**/ 1999 Galinha 36,6°
Gandara / 2002 Galinha 11,1° (8,79

 Taxa de sobrevida variavel em decorréncia de diferentes momentos da gestacgéo
em que foi realizado o procedimento.

® Sobrevida global de embriGes de galinha ao procedimento (com e sem gastros-
quise).

¢ Sobrevida de embriGes com gastrosquise em relacdo ao namero total de em-
brides submetidos ao procedimento.
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Um fato relevante observado no presente estudo foi o de que a sobrevida dos
embrides aumentou a medida que se diminuia o nimero de viragens dos ovos (de 3
para 1 vez ao dia), o que pode se dever ao fato de se reduzir também o nimero de
vezes em que a incubadora foi aberta, tornando menor assim, a perda de calor e
umidade. Porém o numero de viragens dos ovos nao foi uma variavel controlada.

Uma maior sobrevida foi observada também nos ultimos grupos em que se rea-
lizou o procedimento, fato que acredita-se estar relacionado a curva de aprendizado
cirdrgico na realizacao da gastrosquise.

A elaboracado do gancho para manipulacéo e tracdo do corddo umbilical foi fun-
damental para evitar lesbes ao embrido. Com o gancho é possivel abrir as mem-
branas de maneira romba e com pouco sangramento, tornando-se, dessa forma, a
tracdo sobre os vasos umbilicais também mais segura. Nao ha na literatura pesqui-
sada relatos de sua utilizacao.

A utilizacdo de microscépio e de material de microcirurgia (pincas e tesouras) é
uma opcdo ao material empregado neste estudo; certamente a manipulacdo mais
delicada dos embrides resultard em menor mortalidade.

Comparativamente houve diferenca estatistica entre a sobrevida do grupo G e
do grupo M, basicamente, acredita-se, em decorréncia da manipulacédo (tracdo e
disseccédo) do corddo umbilical e dos vasos (artéria e veia umbilicais), ja que a dife-

renca entre esses dois grupos ai se situa. Em outros trabalhos® °

gue adotaram o
mesmo modelo experimental, a manipulacdo do corddo, com conseqiente espasmo
ou sangramento dos vasos umbilicais, foi considerada a principal causa de morte do
embrido.

A perfuracdo do saco da gema foi o acidente cirargico mais comum no grupo

G, fato que determinou, obrigatoriamente, interromper-se o procedimento e despre-
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zar o embrido, visto que essa lesdo provoca a mistura indesejavel dos nutrientes da
gema com o liquido amniotico, modificando-o. A fratura da casca do ovo leva a per-
da de liquido amnidtico, e a lesdo dos vasos umbilicais produz intenso sangramento
e morte do embrido.

Outro importante aspecto a ser discutido € o fato de que, em modelos experi-
mentais de ratos e coelhos, com frequéncia se observa a evisceracao do figado, es-

tdmago, intestino grosso, bexiga e até mesmo rins pelo defeito®® 9% 9% 2

, enquanto
no embrido de galinha ocorre somente a evisceracdo do intestino delgado, parecen-
do representar melhor o que acontece na maioria dos pacientes com gastrosquise.

Existe uma intensa troca entre o embrido em desenvolvimento e o meio, atra-
vés da casca do ovo. Oxigénio € absorvido pela membrana corio-alantoide e chega
até o embrido que excreta gas carbbnico e agua pelos poros da casca, com conse-
guente diminuicdo do peso do ovo durante a incubacdo. Em virtude disso, realizou-
-se 0 controle do peso do ovo no inicio e no final do estudo. Apesar da abertura do
ovo e da manipulacdo, ndo houve diferenca de peso nos trés grupos estudados, sig-
nificando que as trocas através da casca foram semelhantes.

Uma diferenca foi detectada no comprimento do ovo do grupo M. A intencdo
inicial foi a de que os grupos fossem iguais, principalmente na forma do ovo, razéo
pela qual se optou pela randomizacdo. Porém, como 0s outros parametros de largu-
ra e peso se mantiveram sem diferenca entre os grupos, esta observagcdo ndo deve
ter sido relevante.

O fato do peso do embrido ter sido menor no grupo G em relacédo aos grupos M
e C demonstrou que a exposicao das alcas intestinais no modelo experimental pro-
5, 6, 8, 120, 121,

moveu 0 baixo peso, que € uma caracteristica comum da gastrosquise

122,123,124, 125 Em embrides de galinha, a alimentacao por via transamniética consti-
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tui-se em significativa parcela de sua nutricdo e, ao contrario das gestacdes em hu-
manos, o liquido amniético do embrido de galinha tem altos niveis de proteinas’.
Explicacdes para o baixo peso poderiam ser a alteracdo do liquido amniético pela
mistura com o liquido alantdide, a dificuldade de transito intestinal e a alta taxa cata-
bélica & qual sdo submetidos os embrides no procedimento™®.

Da mesma forma, a relacdo PE/PO foi menor no grupo G. O controle dessa
relacdo é util para diminuir as variacfes possiveis nos pesos dos ovos. Este método

%. 98 @ foi utilizado também por Dilsiz et al.** e Aktug et

€ adotado pelos criadores
al.'*.

O funcionamento normal do trato gastrointestinal parece ser um fator essencial
no crescimento intra-uterino, e recém-nascidos com gastrosquise sao pequenos para
idade gestacional provavelmente em virtude disso’® *?°. Assim, se justifica um rigo-
roso controle do bem estar fetal durante a gestacdo como forma de identificar e ten-
tar controlar situacdes de sofrimento fetal, dilatacdo de al¢as intestinais e retardo do
crescimento'?’.

A andlise histoldgica realizada através do escore padronizado mostrou ser o
Grupo G distinto, em todos os aspectos avaliados, dos grupos M e C. Sem duavida, a
exposicao do intestino ao liquido amnioalantdide foi a causa dessa diferenca. Em to-
dos os estudos em embrides de galinha como modelo para gastrosquise, alteracées
como serosite, enterite, necrose e formacao do peel sdo observadas em diferentes
graus“‘ 15, 16, 27, 28, 30, 31, 71.

A serosa mostrou ser o local de maiores alteracfes, certamente por ser a su-
perficie em real contato com o liquido amnioalantéide. Também, no estudo em fetos

humanos realizado por Amoury et al.?*, foi a serosa que mostrou 0 maior comprome-

timento, com edema e acumulo de colageno e fibrina (peel). Nos modelos de ovelha
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de Haller et al.*3, houve uma importante hipertrofia do periténio visceral. Edema sub-
seroso e formacéao de peel parecem ser achados constantes em humanos e nos em-
brises de galinha® '3 % 2% Langer et al.* descreveram uma intensa reacao infla-
matoria, com tecido de granulacdo e neovascularizacdo na serosa de seu modelo
em ovelhas, que também foi encontrado no presente estudo.

Comparando com os modelos em fetos de coelho, o embrido de galinha conse-
gue reproduzir os achados de formacéo de peel, o que ndo é demonstrados nos ex-
perimentos com coelhos® %, Em virtude do peel ser considerado um elemento im-
portante na caracterizacdo do intestino da gastrosquise, sendo, inclusive, associado

|°1.68.69.94 55 modelos em coelhos falham nes-

aos disturbios da motilidade intestina
se aspecto. Possivelmente o tempo de exposicdo do intestino ao liquido amniético
nao seja suficiente para desenvolver o peel em coelhos.

Espécimes de intestino de gastrosquise humana tém mostrado uma mucosa de

|84

aspecto normal®, o que também se repetiu nos modelos de embrido de galinha de

Kluck et al.'® e Tibboel et al.'®. No presente estudo, a mucosa exibiu graus variados
de enterite inespecifica, achado compartilhado também em modelos de coelho®: 2,
Ja Haller et al.”® demonstraram sérias alteracdes na producdo de enzimas da muco-
sa.

Alteracbes isquémicas foram observadas nos espécimes do Grupo G, consis-
tindo de necrose da mucosa e areas de necrose parietal. Tais alteracdes que néo

85.90.92.93 13 foram descritas por Tibboel et al.’® e Aktug

séo vistas em outros modelos
et al.'®. Essas areas isquémicas podem ser explicadas por constriccdo das alcas de
intestino, e consequentemente do mesentério, no anel formado pela cicatrizacdo do

defeito se este se estendeu além do coto umbilical, na parede abdominal do em-

brido. A isquemia poderia explicar as atresias intestinais associadas, o0 vanishing do
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intestino e o alto percentual de cicatrizacdo dos defeitos observados no presente es-
tudo e em outros relatos da literatura® ** ",

A simples contagem do numero de plexos nervosos mioentéricos ndo mostrou
diferenca nos trés grupos deste estudo. Isto se repete em outros trabalhos com di-

versos modelos experimentais'® 1% 20 92

e na série de gastrosquise em humanos de
Amoury et al.®*. Pérem Haller et al.”®, em seu modelo em ovelhas, conseguiram de-
monstrar leséo nas células ganglionares mioentéricas e progressiva reducao da ativi-
dade da ATPase nas camadas musculares da parede intestinal, justificando assim
as alteracdes do peristaltismo. Recentemente, Santos® aprofundou a anélise sobre
os plexos mioentéricos do modelo de gastrosquise em coelhos, utilizando técnicas
histoquimicas especiais, e identificou nitida deficiéncia de maturacdo neuronal no
intestino.

A opcéo por se utilizar a analise morfométrica digital para avaliar a espessura
do intestino se baseou no fato de que os espécimes de intestino de embrides de
galinha sdo estruturas pequenas e delicadas a manipulacédo, o que tornou dificeis,
inclusive, os processo de preparacao histologica. A totalidade dos autores consul-
tados utilizou a régua microscoépica para medir a espessura intestinal dos modelos

experimentais®’ 28 30.31. 92

, porém em espécimes tao pequenos esse método compa-
rativo poderia gerar um importante viés de afericdo. Baseado nos artigos de Gheri e
Bryk®1% que utilizaram morfometria digital para estudo do intestino de embrides
de galinha normais, deu-se preferéncia por essa técnica.

A serosa foi a camada da parede intestinal que apresentou maior espessamen-
to no grupo G quando comparado com os grupos M e C. A camada muscular ndo

mostrou espessamento, o que também n&o foi visto nos estudos de Kluck et al.*® e

Tibboel et al.'®. O espessamento da parede intestinal é atribuido s enzimas pro-
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venientes do trato gastrointestinal do embrido, como a fosfatase alcalina, as dissa-
caridases e a tripsina, dissolvidas no liquido em contato com as alcas*?® **°. O inte-
ressante € gque essas substancias estdo presentes no liqguido amniotico de gesta-
¢bes humanas normais, mas ausentes quando o feto apresenta atresia intesinal ou
fibrose cistica. Nos embrides de galinha foi demonstrada também a presenca de sais
biliares e bilirrubina na mistura de liquidos®’.

Qual dessas substancias estaria diretamente envolvida com os achados, ou em
que proporcdo cada uma delas participa sdo questbes que necessitam de mais es-
tudos para serem respondidas. De qualquer forma, o embrido de galinha se constitui

num bom modelo para tais investigacoes.
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6 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, € possivel estabelecerem-se as conclusdes
a sequir:

. modelo experimental da gastrosquise em embrides de galinha é passivel de
ser reproduzido, nas condicdes deste estudo.

. A taxa de sobrevida dos embrides ao experimento foi de 11,1%, e a de so-
brevida dos embriées com gastrosquise, de 8,7%.

. Os embribes com gastrosquise apresentaram baixo peso.

. As alteracOes histolégicas observadas sdo comparaveis as da gastrosquise
humana e ndo estavam presentes no intestino ndo-exposto ao liquido amnioalantoi-
de. S&o elas:

- sinais histopatolégicos de serosite, enterite, formacdo de peel e areas de
necrose em diferentes graus de intensidade;

- espessamento das camadas serosa e mucosa intestinais;

- aumento da espessura total da parede intestinal;

- plexos nervosos mioentéricos quantitativamente normais.
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7 - PERSPECTIVAS

C’est un malade
(Eis adoenca!)

Exclamacéao atribuida a J.M. Charcot, ao ser demonstrado o
modelo experimental do acidente vascular cerebral, por destruicdo
do cortex de macacos, durante o 7° Congresso Médico Mundial
em Londres, 1881.

Desenvolvido o modelo experimental para o estudo da gastrosquise em em-
brides de galinha, deve-se agora prosseguir com as pesquisas na busca de alterna-
tivas e solucdes para os problemas descritos na introducéo desta dissertacao:

« Qgénese da gastrosquise;

. estudo da maturacéo neuronal,

. novas terapias, como o uso de corticoesteréides e antinflamatoérios sistémi-

cos ou no liquido amnidtico;

. modificacdo do liquido amnidtico como forma de reduzir a lesdo intestinal;

. estudo da formacéo e da estrutura do peel.
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ANEXO 1

Protocolo de Pesquisa

Anexos

Embrido de galinha como modelo para gastrosquise
Protocolo de Pesquisa

Grupo em Estudo:

132 dia de desenvolvimento
Data:

Acidentes no procedimento

19° dia de desenvolvimento
Data:

Embrido |:| Vivo

Estruturas evisceradas:

Numero do Ovo
Ndmero do Lote

I:l Gastrosquise I:l Mistura I:l Controle
Peso do ovo gramas
Comprimento do ovo mm
Largura do ovo mm
Peso do ovo gramas
Peso do embrido gramas

I:l Morto

Nenhuma
Intestino
Outra, qual ?




Resultados das medidas dos ovos e embrides nos trés grupos

ANEXO 2

Anexos

Peso Peso Comprimento Largura Peso Relacao
Nimero do ovo | do ovo no 13° |/do ovo no 19% do ovo do ovo |do embrido (g)|| PE/PO
dia (9) dia (9) (mm) (mm)
G46 50,03 48,05 55 41 17,35 36,11
G71 63,12 61,02 59 45 13,71 22,47
G103 53,14 50,5 53 44 14,41 28,53
G114 60,53 57,21 60 43 21,82 38,14
G126 53,83 52,01 56 43 14,77 28,40
G138 56,98 55,35 59 44 21,32 38,52
G159 51,89 50,11 53 42 24,45 48,79
G173 56,29 54,11 54 44 18,61 34,39
G217 47,67 46,29 53 41 11,48 24,80
G221 43,19 42,03 51 41 13,68 32,55
G242 44,74 43,26 50 41 14,39 33,26
G243 47,78 45,88 53 42 19,75 43,05
G244 48,97 47,25 55 41 12,37 26,18
G259 52,85 51,23 54 42 23,38 45,64
G266 59,53 58,11 57 44 18,06 31,08
G268 55,82 54,25 60 42 17,11 31,54
G269 61,08 59,39 58 45 22,42 37,75
G271 55,73 53,98 58 43 14,61 27,07
MO1 57,15 55,562 59 42 23,28 41,93
MO02 55,55 53,83 54 44 25,48 47,33
MO04 60,78 59,01 59 44 20,42 34,60
MO06 57,14 54,89 60 42 23,06 42,01
MO7 60,98 58,52 61 43 22,25 38,02
M09 54,8 53,01 58 41 23,4 44,14
M11 58,56 56,4 61 42 21,33 37,82
M12 49,7 47,95 54 42 19,24 40,13
M13 58,2 56,19 59 43 20,92 37,23
M14 62,38 59,69 59 44 19,87 33,29
M16 61,92 59,99 61 44 22,2 37,01
M17 55,32 53,59 54 43 22,34 41,69
C02 56,11 54,06 59 46 27,26 50,43
CO03 59,1 55,99 60 43 26,99 48,21
Co04 48,7 47,08 54 40 24,18 51,36
C05 58,89 57,21 56 44 27,94 48,84
C06 58,12 56,19 59 42 26,49 47,14
Cco7 50,45 48,88 54 41 25,05 51,25
C08 54,01 52,66 57 43 24,65 46,81
Cl1 53,66 52,05 56 43 26,06 50,07
C12 56,21 54,14 56 43 26,35 48,67
C13 46,75 45,77 53 42 19,37 42,32
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ANEXO 3

Avaliacdo Histol6gica do intestino nos embrides de galinha
(Escore da Tabela 5)
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ANEXO 4

Anexos

Valores de espessura intestinal total e de suas diferentes camadas (médias

das seis medidas, expressas em micrometros)

NUumero Mucosa Muscular Serosa Total
G46 153 246 103 502
G71 199 100 103 402

G103 182 253 074 509
G114 171 115 090 376
G126 176 193 062 431
G138 190 130 085 406
G159 207 253 091 552
G173 188 174 076 437
G217 205 269 164 638
G221 192 151 079 421
G242 221 009 118 348
G243 182 161 133 476
G244 163 243 132 538
G259 190 102 109 401
G266 183 257 054 493
G268 176 120 078 374
G269 201 212 106 519
G271 190 141 087 418
So01 142 257 086 486
S02 179 106 072 358
S04 172 268 037 477
S06 162 127 066 354
S07 174 209 050 433
S09 181 143 066 391
S11 179 257 046 482
S12 182 190 052 424
S13 186 275 075 535
S14 182 163 059 403
S16 191 169 064 424
S17 173 173 077 423
C02 177 107 063 347
C03 172 271 032 475
C04 163 127 054 344
C05 172 206 043 422
C06 176 144 057 377
CcOo7 179 259 042 479
C08 182 194 047 423
Cl1 191 170 057 418
C12 172 174 067 412
C13 184 166 055 405




