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RESUMO



Na gastrosquise (G), o grau de lesdo das algas intestinais exteriorizadas esta diretamente
relacionado ao tempo de contato com o liquido amniodtico (LA) e exposi¢do ao mecodnio,
que causam alteragdes morfoldgicas e histologicas do intestino, além da formacdo de uma
fina camada de fibrina (fibrous peel) sobre a serosa, formando aderéncias entre as algas
intestinais. Estas lesdes levam ao hipoperistaltismo intestinal e deficiéncia na absor¢do dos
nutrientes, contribuindo para o aumento da morbidade e alto custo médico-hospitalar. O
hipoperistatismo na G ¢ atribuido a desorganizacdo e a imaturidade dos plexos
mioentéricos. Estas caracteristicas podem servir como marcadores do grau de lesdo
intestinal, ¢ que podem ser identificados pela presenca de neurofilamentos dos plexos
nervosos intestinais e sugerir a antecipacdo do parto. Nesse estudo identificamos as
alteracdes morfologicas e histologicas intestinais e dos plexos mioentéricos em dois

diferentes tempos de contato com o LA.

A G experimental em fetos de ratas Spreague-Dowley foi realizada em duas idades
gestacionais, 18,5° dia (E18,5) e 19,5° dia (E19,5), que foram divididos em 3 subgrupos:
controle (C), sham (S) e gastrosquise (G). Medimos o peso corporal fetal (PC), peso (PI) e
comprimento intestinais (CI). As camadas da parede intestinal e os plexos mioentéricos
foram avaliados pela coloragio de H&E e imunofluorescéncia (o-Internexina),

respectivamente.

O PC nado apresentou diferenga significativa entre C/S/G, nos 2 grupos. O PI e
CI foram respectivamente maior ¢ menor nos fetos G (p<0,001) nos 2 grupos.
Os diametros intestinais e as camadas da parede apresentaram diferenga significativa
entre C/S/G, em ambos os grupos (p<0,00I), mas o tempo de contato com LA e
exposicdo ao mecdnio comprometeram a serosa e D-II (didmetro II) (p<0,001), e CI
(p=0,00I). A o-internexina apresentou imunorreatividade mais intensa nos fetos

G de E18,5.

Concluimos que no modelo de G em fetos de ratos, as alteragdes da parede intestinal,
principalmente da camada serosa e do comprimento intestinal, bem como a imaturidade dos
plexos mioentéricos, apresentaram-se mais intensas nos fetos cujo contato com o
LA e exposigdo ao meconio foram mais prolongados (G/E18,5). Estudos

experimentais adicionais devem ser desenvolvidos e direcionados para compreensdo da
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motilidade intestinal na G com o objetivo de minimizar os danos neuromusculares nas alcas
intestinais expostas ao LA e permitir avaliar as supostas vantagens da antecipac¢do do parto

para fetos humanos com G.
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ABSTRACT



BACKGROUND: The amniotic fluid (AF) and its components such as fetal urine and
meconium may lead to intestinal alterations in gastroschisis (G), which cause immaturity of
the myenteric plexus and consequent intestinal hypomotility and malabsorption. In this
study we identified morphological and histological alterations of the intestine and of the
myenteric plexus with two different times of exposure to the AF. METHODS: The
experimental G was achieved at two different gestational ages, on day 18.5 (E18.5) and on
day 19.5 (E19.5) of gestation in fetal rats which were divided into 3 subgroups: control (C),
sham (S) e gastroschisis (G). We measured fetal body weight (BW), intestinal weight (IW)
and intestinal length (IL). The layers of intestinal wall and myenteric plexus were evaluated
by hematoxylin and eosin staining (H&E staining) and immunofluorescence (a-Internexin),
respectively. RESULTS: BW did not show significant differences among C/S/G, in both
groups. IW and IL were respectively larger and shorter in the G fetuses (p<0.001) in both
groups. Intestinal diameters and wall layers presented significant differences among C/S/G
in both groups (p<0.001), but time of exposure to AF compromised the serous membrane,
D-II (diameter II) (p<0.001) and IL (p=0.001). The a-Internexin presented more intensive
immunoreactivity in G/E18.5 fetuses. CONCLUSION: In gastroschisis, the longer the time
of exposure to AF, the more severe will be bowel impairment, especially concerning IL and

the serous layer; and the more immature will be the myenteric plexus.
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1- INTRODUCAO



A gastrosquise (G) ¢ um defeito congénito da parede abdominal, caracterizado
por um pequeno orificio, geralmente localizado a direita da cicatriz umbilical, que permite
a herniagdo e exposi¢ao permanente das algas intestinais ao liquido amniotico (LA) e seus

componentes até o fim da gestacio (AMBROSE, 1972; AOKI et al., 1980).

A exposi¢ao permanente das alcas ao LA e seus componentes causa alteragdes
da morfologia e da histologia da parede intestinal que leva a hipomotilidade intestinal e
deficiéncia na absor¢do dos nutrientes (SRINATHAN et al., 1995; DILSIZ et al., 1999;
SANTOS et al., 2003). A hipomotilidade e a deficiéncia absortiva intestinal, por sua vez,
obrigam a utilizagdo de nutricdo parenteral prolongada e eleva a possibilidade de ocorrer
complicagdes poOs-operatorias, o que aumenta a morbidade e o custo do tratamento

médico-hospitalar (MORRISON et al., 1998; SYDORAK et al., 2002).

No embrido, o intestino médio sofre um alongamento rapido por volta da 5*
semana de gestagdo, principalmente da por¢do cefalica (duodeno), resultando na formagao
da alga intestinal primaria, que penetra no celoma extra-embrionario durante a 6* semana de
gestacdo, comunicando-se com o saco vitelino através do duto vitelino. Ao mesmo tempo
em que a alca se alonga, ela gira no sentido anti-horario em torno do eixo da artéria
mesentérica superior, dando origem aos célons com o ceco que ira se posicionar a direita no
abdome (LANGMAN, 1995). Por fatores ainda desconhecidos, as alcas intestinais
herniadas comegam a voltar para a cavidade abdominal por volta da 10 semana, mas
podem escapar por meio de uma fraqueza na parede localizada a direita do umbigo devido a
falha da migragdo das células musculares provenientes de midtomos dorsais nesta regido.
Quando ocorre falha no retorno das alcas intestinais para a cavidade abdominal, a rotagao
anti-horéria ¢ incompleta, as algcas permanecem exteriorizadas em contato direto com o LA,

o que define embriologicamente a G (GRAY and SKANDALAKIS, 1972).

Apesar do mecanismo de formagdo do defeito congénito abdominal para-
umbilical na gastrosquise ainda ser de etiologia desconhecida (SAXENA et al., 2002;
SINGH et al., 2003; DAVIS et al., 2005), alguns autores como Hoyme et at., em 1981,
sugerem que este defeito ocorreria por uma regressao ou lesdo precoce de uma das artérias
onfalomesentéricas na fase embrionaria, quando elas ligam o saco vitelinico com a aorta

dorsal (HOYME et al., 1981). Outras malformacdes vasculares, como: involugao da veia

Introdugdo

16



umbilical direita, interrup¢ao do ramo terminal da artéria mesentérica superior e/ou ruptura
do corddo umbilical intra-utero, também sdo apontadas como causas da gastrosquise.
Alteragdes genéticas (grupos familiares com padrdo de heranca autossomica, de expressao
variavel), teratogénicas (radiagdo na fase de implantacdo), e drogas como o &cido
acetilsalicilico, a pseudoefedrina, o acetaminofen e o tabagismo, estariam também
envolvidas na sua etiologia (WILSON et al., 2004; KUNZ et al., 2005). Segundo estudos
de Forrester et al., em 2006, o uso de drogas ilicitas como matanfetamina, cocaina e
maconha (Cannabis sativa), parece ndo ter risco significativo comprovado na fisiopatologia

da gastrosquise (FORRESTER et al., 2000).

A G ocorre em 1:5.000 a 1:10.000 nascidos vivos (KUNZ et al., 2005;
MORRISON et al., 1998; HOW et al., 2000), acomete mais meninos que meninas numa
propor¢ao aproximada de 2:1 (SAXENA et al., 2002) e incide mais em fetos de maes com
idade abaixo dos 20 anos, de baixa condig¢do socio-econdmica, baixa escolaridade, com

historia obstétrica de abortos anteriores € com curto intervalo de tempo entre a menarca e

primeira gravidez (TIBBOEL et al., 1986; WILSON et al., 2004).

As taxas de mortalidade da G variam de 4% a 22% (STRINGER ef al., 1991;
DI LORENZO et al., 1987; FITZSIMMONS et al., 1988) e nos casos mais complexos a
mortalidade chega a 28%, quando a G esta associada a atresia intestinal e perfuracdo, e a
quase 100% quando ocorre volvo (WILSON et al., 2004). No Brasil a mortalidade da G
pode chegar até a 52% pelas baixas condi¢des de atendimento perinatal (VILELA et al.,
2001), mas em geral, com o aprimoramento das unidades de terapia intensiva pediatrica e
neonatal, a mortalidade vem diminuindo no mundo para taxas de 5% a 10% (SINGH et al.,

2003; SCHLATTER et al., 2003).

Embora G seja raramente associada a alteracdes cromossOmicas, € sim a
alteracdes anatomicas, especialmente a atresias intestinais, a incidéncia de malformagdes
cardiacas estd aumentando. KUNZ et al. (2005), avaliaram 621 neonatos diagnosticados
com G e 69 (11%) apresentaram estas alteracdes cardiacas, sendo a mais freqiiente neste
estudo a persisténcia do ducto arterioso (5,6%), seguido de defeitos do septo ventricular
(2%) (KUNZ et al., 2005). Outros defeitos anatdmicos menos freqiiente associados sdo

criptorquidia, hipospadia e deformidades dos membros inferiores (SAXENA et al., 2002).
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A G pode ser diagnosticada no periodo pré-natal por meio da ultra-sonografia
(FITZSIMMONS et al., 1988; LANGER et al., 1990), sendo possivel visualizar as alcas
intestinais na cavidade amniotica por volta da 18* semana (VERGUNTA er al., 2005).
O diagnostico diferencial no periodo gestacional feito pelo ultra-som inclui a
onfalocele, extrofia vesical, extrofia de cloaca, lesdo cistica do corddo e cisto de uraco

(WILSON et al., 2004).

Embora a fisiopatologia dos mecanismos de lesdo da parede intestinal na G
fetal ainda ndo esteja completamente esclarecida, sabe-se que o tempo de exposicdo das
alcas intestinais ao LA ¢ um dos fatores freqiientemente considerados na origem do dano
causado as algas intestinais fetais (SHERMAN et al., 1973; TIBBOEL et al., 1986;
LANGER et al., 1990).

Inicialmente, a lesdo da parede intestinal na G era atribuida exclusivamente a
presenga de urina no LA, pois uma série dos seus componentes, como glicose, proteinas,
eletrolitos (Na, Cl e K), uréia, creatinina, além de fosfatase alcalina e lactase poderiam ter
uma acgdo toxica direta sobre as algcas (POTIER et al., 1976; KLUCK et al., 1983;
AKTUNG et al., 1995; ALBERT et al., 2003). No entanto, outros autores comprovaram
que a lesdo das alcas intestinais ¢ conseqiliéncia do contato das algas com o meconio no LA

e ndo da urina (OLGUNER et al., 2000; APl et al., 2001; KANMAZ et al., 2001).

Os achados de que a lesdo intestinal na G seja mais devida a presenga de
meconio também foi descrita no modelo de G em ratos (CORREIA-PINTO et al., 2002) e
pode ter bases na fisiologia da defec¢dao fetal humana, uma vez que o conceito de que
mecdnio no LA nem sempre estd ligado ao sofrimento fetal. RAMON Y CAJAL et al.
(2003), documentaram que o feto elimina meconio no LA de maneira fisioloégica e em
ritmos alternados que sdo dependentes da maturidade do sistema nervoso durante toda
gestacao (RAMON & CAJAL et al., 2003; CIFTCI et al., 1996 e 1999); evidentemente,
nos fetos humanos e nos modelos experimentais, a chance da presenca de meconio no LA

aumenta por causa de sofrimento fetal per si.
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Para estudar as alteragdes histoldgicas e fisiopatologicas do intestino de fetos
com G que levam a estas disfungdes no periodo pds-natal, varios modelos em animais de
experimentacdo vém sendo descritos: ovelhas (HALLER et al., 1974; LANGER et al.,
1989 e 1990; SRINATHAN et al., 1995), coelhas (BEALER er al., 1996;
SRINATHAN et al., 1997), ratas (CORREA-PINTO et al., 2001), e embrides de galinha
(DILSIZ et al., 1999; SENCAN et al., 2002). O modelo de G experimental fetal em ratos
tem varias vantagens, pois o rato apresenta curto periodo gestacional (termo=22 dias),
oferece maior nimero de fetos por gestacdo, além de ser de baixo custo na aquisi¢do e

manuten¢do (CORREA-PINTO et al., 2001).

O contato do intestino com o LA e seus componentes na G leva a formacao de
uma fina camada de fibrina (fibrous peel ou fibrous coating) sobre a camada serosa, que
favorece o desenvolvimento de aderéncias entre as algas intestinais (NICHOL et al., 2004;
FACHING et al., 2005). A formagao de fibrina também acaba modificando a espessura das
outras camadas intestinais, causando encurtamento e aumento de peso das algas
(LANGER et al., 1989; DILSIZ et al., 1999; SANTOS et al., 2003; ALBERT et al., 2003),
além de comprometer a organizagdo, distribuicdo e o grau de maturidade dos ganglios e
plexos mioentéricos (VANNUCCHI et al., 2003, 2004), que constituem o sistema nervoso
intrinseco do intestino, localizado entre as camadas musculares (circular e longitudinal) e
da submucosa da parede intestinal, que ¢ o maior responsavel pela motilidade intestinal

intrinseca (ZENILMAN et al., 1993).

Pelo fato do intestino delgado ser o 6rgdo mais longo do trato digestoério e
também o mais comprometido na G, a compreensdo dos mecanismos normais da
motilidade e da sua capacidade absortiva ¢ fundamental para o entendimento das altera¢des
anatomicas, histologicas e funcionais no periodo neonatal dos portadores de G

(OTTERSON et al., 1993).

A nutricao fetal ¢ um dos mais importantes estimulos tréficos do crescimento
do trato gastrintestinal (RAUL er al., 1996), ndo apenas por fornecer os nutrientes, mas
também por estimular a libera¢do de fatores locais de crescimento (Fator de Crescimento
Tecidual/Polipetideo), de hormdnios peptidicos (Colecistocinina, Peptideo Glucagon-like 1

e 2, Peptideo YY, Neurotensina e outros), que sao produzidos por células enddcrinas e
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neurdnios € que atuam na regulagdo, permeabilidade e absor¢ao de nutrientes pela mucosa
intestinal ¢ na ativagdo de estimulos aos neurdnios locais (BURRIN et al, 2002;

DRUCKER et al., 2002).

Estes mecanismos neuroenddcrinos promovem padroes de motilidade do
intestino delgado no neonato e na crianga, cujos estudos ainda sao limitados a contratilidade
do duodeno e jejuno (SIEBERT et al., 1980; KAMATH, et al., 1987). A contratilidade do
intestino delgado esta intimamente ligada a musculatura da parede intestinal onde a camada
muscular circular (interna) e a muscular longitudinal (externa) promovem respectivamente
o estreitamento da luz e o encurtamento do intestino (ZENILMAN et al., 1993;
OMARI et al., 2004).

As células musculares lisas destas camadas sdo conectadas por aberturas ou
fendas, formando o sincicio intestinal e que sdo permeadas por células intersticiais
especializadas de Cajal. As células de Cajal sdo os locais onde se origina a atividade
elétrica que produz as ondas musculares intestinais lentas (slow-wave activity ou pacesetter
potencial) e que sdo transmitidas para todo o intestino por meio do sincicio
(SARNA, 1975; THUNBERG, 1982). Estas ondas lentas propagam-se
circunferencialmente pelo intestino, contudo, a despolarizagdo por estas ondas ndo causa
contragdo muscular. A contragdo muscular ocorre apenas ao se atingir o limiar do potencial
(threshold potencial) da membrana da célula muscular lisa com a liberagao de acetilcolina
pelos nervos e conseqiente influxo de célcio para dentro das células

(SARNA, 1985; WEISBRODT, 1991).

Condigdes patologicas como obstrug¢dao intestinal, ileo adinamico (infecgao,
peritonite, pancreatite, distirbios eletroliticos, etc.), ileo pds-operatorio, anastomose
intestinal, transplantes intestinais e outras, diminuem ou inibem a atividade contratil do
intestino. A ac¢do do complexo mioelétrico (ou motor) migratério (CMM), ou seja, a
atividade contratil que se inicia quase simultaneamente no estobmago e no intestino delgado,
propaga-se distalmente limpando o intestino, eliminando aderéncias e secregdes e ainda
descamando células, esta praticamente eliminada nestas condigdes

(TELFORD et al., 1993).
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A maioria dos neur6nios que controlam a atividade contratil no intestino tem
seus corpos celulares (ganglios neurais) localizadas no plexo mioentérico distribuidos e
entremeados na parede intestinal (OTTERSON et al., 1993). Assim, qualquer fator que leve
as alteragdes das estruturas da parede intestinal, como pode ocorrer na G, também pode
comprometer tanto a motilidade quanto a absor¢ao dos nutrientes e, conseqiientemente,
levar a desnutri¢do, infec¢do, restrigdo do desenvolvimento neuronal e pondo-estatural no

periodo fetal e neonatal (WEISBRODT, 1991; TELFORD et al., 1991).

Devido as alteragdes da maturidade neuronal e como conseqiiéncia a
hipomotilidade intestinal prolongada ¢ a maior morbidade neonatal, tem sido proposta a
antecipacao do parto em detrimento dos riscos da prematuridade nos pacientes portadores

de G, a fim de minimizar o dano causado as alcas intestinais (DUNN et al., 1999).

A hipomotilidade decorrente da alteragdo da maturidade dos plexos
mioentéricos tem sido demonstrada pela utilizagdo da identificacdo da imunorreatividade
(IR), pela imunohistoquimica, de neurofilamentos como a o-Internexina, presente no
citoesqueleto do sistema nervoso central e periférico e cuja IR ¢ maior quanto mais precoce
for o desenvolvimento embriondrio neuronal, isto ¢, nos neurOnios mais imaturos

(VANNUCCHI et al., 2003 e 2004).

Portanto, estudar a maturidade intestinal pode trazer importantes subsidios para
a compreensdo da fisiopatologia da doenca, assim como acrescentar informagdes sobre as
possiveis vantagens da antecipacdo do trabalho de parto e para isso foi utilizado o modelo
experimental de fetos de ratos em diferentes tempos de exposi¢do ao LA, procurando

estudar as alteragdes histologicas e em especial a maturidade intestinal na G.
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2- OBJETIVO



O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a influéncia do tempo de exposi¢ao das
alcas intestinais ao LA no modelo experimental de gastrosquise em fetos de ratas em duas
idades gestacionais, 18,5 ¢ 19,5° dias, estudando no intestino as alteragdes: morfologicas,

histolégicas e imunohistoquimicas do plexo mioentérico por meio da a-Internexina.
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3- MATERIAL E
METODO



O presente estudo foi submetido a Comissdo de FEtica na Experimentacio
Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-UNICAMP) e foi aprovado como
projeto de pesquisa n® 281-1.

Utilizaram-se ratas Spreague-Dowley gravidas, divididas em dois grupos para
cada dia gestacional, o grupo E18,5, constituido dos fetos operados no 18,5° dia de
gestagdo, ¢ o grupo E19,5, constituido por fetos operados no 19,5° dia de gestagdo

(Diagrama 1).

Ap6s aclimatacgao no laboratorio, as ratas gravidas foram submetidas a anestesia
geral com inje¢do intramuscular de ketamina base - 50mg/ml (Ketamina® - Pfizzer do
Brasil) associada com xilazina 10mg/ml (Rompum®- Bayer do Brasil Ltda), na dose de 0,6
ml por animal via intramuscular aplicado na musculatura lateral da coxa com seringa de
insulina e agulha de calibre 20G. Esta composicdo anestésica (180mg/kg de ketamina e
1,25 mg/kg de xilazina) mantém o animal sob anestesia profunda durante um periodo de
trés horas e o pos-operatorio transcorre de maneira indolor durante o periodo compreendido

entre 6 ¢ 12 horas.

O abdome foi submetido a raspagem dos pélos com tosquiadeira elétrica
Sunbeam®, com cuidado para ndo ferir os mamilos. Os animais foram colocados sobre
bancada aquecida por resisténcia elétrica marca Harvard Apparatus® e previamente
regulada na temperatura de 37 graus Celsius. Apo6s assepsia com clorohexidina
(Chlorohex®) solugdo aquosa e colocagdo de campos estéreis, o animal foi submetido a

laparotomia mediana em dois planos (pele e aponeurose/peritoneo).
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Gastrosquise

Colheita

Morfometria

Histologia

Grupo E18,5
Dia 18,5 da gestagdo
Controle x Sham x G

(n=23)

Grupo E19,5
Dia 19,5 da gestagdo
Controle x Sham x G

(n=21)

Imunofluorescéncia

!

!

Dia 21,5 da gestacao

Peso corporal do feto (PC) (g)
Peso do intestino (PI) (g)
Comprimento do intestino (CI) (mm)
Relagdo PI/PC e CI/PC

Corte cada 5 um do intestino
Diametros D-I e D-II
Espessura das camadas mucosa, muscular
circular, muscular longitudinal e serosa.

Plexos mioentéricos com
o-Internexina
(Filamento Intermediario)

Diagrama 1- Esquema de estudo de gastrosquise fetal em ratas Spreague-Dowley

A seguir, o utero bicorneo foi delicadamente exposto e protegido com gaze
estéril embebida em solugdo salina fisiologica, aquecida a 38° Celsius. Os fetos foram
contados da regido proximal para distal em relacdo ao colo uterino, iniciando-se a contagem
pelo corno direito. O primeiro e o ultimo feto de cada corno ndo foram utilizados no
experimento pelo risco de abortamento relacionado a manipulagdo desses animais. O
segundo feto, contado a partir do istmo uterino direito, foi considerado o primeiro feto da
numeragdo, sendo submetido a gastrosquise; o feto seguinte foi denominado controle e o
subseqiiente, sham. Esta seqiiéncia foi sucessivamente repetida, do corno direito para o

corno esquerdo (Figura 1).
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Sob microscopia 6ptica estereoscopica (microscopio JE-Vasconcellos® - 4,5 X),
uma sutura em bolsa com fio de Prolene® calibre 6-0 foi realizada na parede uterina (Figura
2A). Em seguida, o utero foi aberto em suas duas camadas, muscular ¢ membrana
amnidtica (Figura 2B). O feto foi exposto pela incisdo uterina até a altura da insercao do
corddo umbilical e mantido com o abdome superior e o térax no interior do Utero materno.
Foi realizada a retirada parcial do membro inferior direito e do membro inferior esquerdo,
para facilitar a exposi¢do da regido abdominal a ser incisada. Esta manobra técnica diminui

o risco de lesdao dos vasos umbilicais durante o procedimento da gastrosquise (Figura 3).

Para a realizagdo da gastrosquise foi utilizado o método de Correia-Pinto et al.
(2001). Por meio de uma incisdo de laparotomia para-umbilical direita, com extensdo
padronizada em 5mm, abriu a cavidade abdominal fetal, com o cuidado de ndo lesar os
vasos umbilicais e o figado. As algas intestinais foram expostas com facilidade pela
compressao delicada do abdome fetal, com hastes flexiveis de algodao esterilizadas
(cotonetes® “Johnson & Johnson do Brasil). Apos a realizacdo da gastrosquise, o feto foi
cuidadosamente recolocado na cavidade uterina e o utero foi fechado pela sutura em bolsa
previamente realizada. Antes do fechamento da bolsa, 0,5 ml de solugdo fisioldgica
aquecida foi reposta no interior da cavidade uterina. Durante o procedimento, a por¢ao
exposta do feto foi mantida aquecida com solucao salina (NaCl 0,9%) a 38 graus Celsius,
gotejada com seringa de 5 ml. O feto seguinte, denominado feto controle, ndo foi
submetido a cirurgia nem tampouco retirado do utero. O feto subseqiiente, denominado feto
sham, foi exposto fora da cavidade uterina até a altura da inser¢do do cordao umbilical, foi
submetido a uma gentil compressao do flanco direito, com hastes flexiveis de algodao, mas
ndo foi submetido a nenhum procedimento cirirgico. Em seguida, foi recolocado na

cavidade uterina.
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Figura 1- Fotografias dos cornos direito (A) e esquerdo (B) de rata Spreague-Dowley,
mostrando os fetos numerados de 1, mais proximal a 5, mais distal que foram

utilizados no estudo. Mostra também os fetos excluidos (setas) da série por

serem 0S primeiros € os ultimos.

amniotica

Figura 2- Fotografias da sutura em bolsa, com fio Prolene® 6-0 na parede uterina (A). Em

seguida, o utero foi aberto em suas 2 camadas, muscular e membrana amnidtica

(B).
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Cordao
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Figura 3- Fotografias mostram a retirada do feto de dentro do utero, pelo membro inferior
direito, expondo a regido para-umbilical direita para a realizacdo do orificio e
exteriorizacdo das algas intestinais, como na gastrosquise (A). Feto com os 2
membros inferiores expostos através da incisdo até a altura da inser¢ao do cordao

umbilical (B), j& com as alcas intestinais expostas a direita do umbigo.

Ao final da realizagdo do procedimento nos fetos disponiveis, a parede
abdominal da rata mae foi fechada em dois planos, com utilizacdo de fio mononylon 4-0,
sutura continua. As ratas foram recuperadas com oxigénio inalado em madscara
apropriadamente adaptada, até que estivessem completamente acordadas ¢ movimentando-
se sem problemas. O periodo pos-operatdrio se deu nas gaiolas de acrilico, em baias

individuais, com agua e racao oferecidas ad libitum.

No dia 21,5 de gestagdo, as ratas foram novamente anestesiadas (mesma dose
previamente descrita) e submetidas & operacdo cesariana, por laparotomia mediana. Os
fetos previamente operados, denominados gastrosquise (G) e seus controles (C) e shams
(S), foram removidos do ttero, sacrificados através de inje¢ao letal do mesmo anestésico ja
descrito e pung¢do occipital, sendo entdo, pesados em balanca de precisdo, modelo OHAUS

360 (Denver Instruments, Denver, CO) e obtidos os pesos corporais em g (PC).
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O abdome fetal foi aberto por incisdo mediana e dissecado sob foco de luz e
com auxilio de microscopia Optica, expondo as algas. As algas intestinais foram removidas
desde o piloro até a regido do reto superior, na reflexdo peritonial. O intestino foi pesado
(peso em miligramas) (PI) e o mesentério dissecado com pingas oftalmologicas (Figura 4).
As alcas puderam, entdo, ser retificadas sem tensdo em prancha de cortiga para obtencao de
seu comprimento (em milimetros) (CI), com a utiliza¢do de régua e paquimetro de precisao.
Além disso, também foram analisadas as relagdes do peso intestinal e peso corporal (PI/PC)

e peso intestinal e comprimento intestinal (PI/CI) para os dois grupos e subgrupos.

Figura 4- Fotografia mostra a balanca de alta precisdo, modelo OHAUS 360
(Denver Instruments, Denver, CO — foto A), onde foram medidos os pesos
corporais em gramas (PC) de todos os fetos estudados. Na foto B, notar no

detalhe a pesagem sobre papel aluminio do intestino fetal ainda enrolado.
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Avaliacao Morfométrica

A obtengdo do peso corporal (PC), peso intestinal (PI) e comprimento intestinal
(CI) permitiu o estudo estatistico dessas medidas nos diversos subgrupos. No entanto,
observou-se a necessidade de criar relagdes entre esses parametros, que melhor
demonstrassem as diferencas entre os subgrupos. Foram criadas as razdes matematicas: (1)
PI/PC, com o objetivo de se excluir a variavel do PC sobre a avaliagdo do PI, (2) PI/CI,

possibilitando eliminar as variagdes do CI sobre o PI.

Avaliacao Histolégica

O intestino foi dividido em quatro segmentos a partir do angulo de Treitz em
direcdo ao ileo distal, cada segmento com aproximadamente 2-3 cm de comprimento. O
primeiro segmento compreendia a por¢do de jejuno proximal. O segundo segmento
compreendia por¢do de jejuno distal. O terceiro, de ileo, e o quarto, da regido da valvula
ileocecal e intestino grosso, até o reto extra-peritoneal. Todos os segmentos foram
numerados, acomodados paralelamente em seqiiéncia, da esquerda para a direita, da por¢ao
proximal para a distal, em molduras proprias de histologia. As molduras foram fixadas em
solucdo de paraformaldeido 4% fresco e coradas com Hematoxilina/Eosina (H&E), para

identificacao histolégica (Figura 5).

Os cortes histologicos foram realizados no sentido transversal, com espessura
de Sum. Foi convencionada a andlise dos segmentos intestinais intermediarios (jejuno-
ileal), desta forma assegurando que, nos casos de fetos com gastrosquise, o segmento
exposto ao LA seria sempre analisado e, além disso, que a comparacdo com os respectivos

controles e shams fosse apropriada.
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Figura 5- Fotografia mostra os segmentos intestinais sendo preparados para fixacdo em
solugdo de paraformaldeido 4% fresco e, posteriormente, para coloracdo com a

Hematoxilina/Eosina (H&E). As setas identificam as extremidades proximais.

Os cortes histoldgicos intestinais transversais foram fotografados utilizando o
foto-microscopio Nikon Eclipse E800, com ampliacdo de 100 vezes para a avaliagdo do

diametro intestinal (DI) e de 200 vezes para a medida das camadas da parede intestinal. As
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imagens foram digitalizadas, possibilitando a medida do DI, camadas mucosa e submucosa,
muscular circular, muscular longitudinal e serosa, através do programa Image Pro Plus®. As
medidas, em micrometros (um), foram realizadas em orientagdo radial, nos quatro
quadrantes de quatro cortes seqiienciais, de cada variavel para cada feto. Foram analisadas
das C, S e G de cada grupo, respectivamente 32 cortes C, 28 S e 32 G para o grupo E18,5 ¢
32 cortes para C, S e G para o grupo E19,5.

Analise Imunohistoquimica

O grau de maturidade dos plexos mioentéricos foi analisado pela sua
imunorreatividade (IR) para o-Internexina, segundo Faussone-Pellegrini et al. (1999)
(FAUSSONE-PELLEGRINI et al., 1999). As laminas foram deixadas em estufa a 56°
Celsius por 30 minutos e depois foram imersas em xilol e xilol/etanol (1:1) por 10 e 3
minutos, respectivamente, para a retirada da parafina. A seguir, elas foram hidratadas em
uma série de etanol (100, 95, 90, 70 e 50%, por 1 minuto em cada solugdo), e em agua
destilada (por 5 minutos). Os cortes foram entdo lavados em PBS 0,1M por 15 minutos
(3 vezes de 5 minutos) e incubados por 1 hora em solugdo contendo BSA (3%) e Tween-20
(0,1%) em tampao PBS 0,1M para bloqueio de sitios inespecificos. A seguir, os cortes
foram incubados a temperatura de 4°, por 12 horas, com anticorpo primario policlonal de
cabra anti-Internexina C-18 (sc-7570, Santa Cruz, CA, 1:100), diluido em PBS 0,1M
contendo 1% de BSA e 0,3% de Triton X-100, e incubados por 12 horas.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas com PBS 0,1M (3 lavagens de 5
minutos cada), e incubados por 1 hora a temperatura ambiente, com anticorpo secundario
anti-cabra produzido em burro e conjugado com TRITC (1:100, diluido em PBS 0,1M e
0,3% de Triton X-100). Os cortes foram entdo lavados com PBS por 3 vezes, durante 5
minutos e foram cobertos com uma solugdo de 4’,6’-diamidino-2-phenilindol (DAPI 0,25
ug/ml; Sigma), por 5 minutos, para evidenciar os nucleos celulares. Apds lavagem com
PBS por 5 minutos, procedeu-se a montagem das laminas em meio contendo DABCO
(protetor de imunofluorescéncia) e glicerol. A observacdo da imunomarcagdo foi feita em
microscopio de fluorescéncia (Nikon 50i, USA), acoplado a uma camera digital

(Nikon DMX 1200F, USA), sendo as imagens adquiridas através do software ATC-1.
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4- RESULTADOS



No presente estudo, das 12 ratas da raga Sprague-Dowley acasaladas, dez ratas
conseguiram engravidar e forneceram 49 fetos. Destes, cinco morreram e foram excluidos
(10%), com trés fetos do subgrupo G, sendo dois fetos no grupo E18,5 e um feto no grupo
E19,5 e dois fetos S, um feto em cada grupo, restando 44 fetos vivos (90%). Dos 44 fetos
vivos, 23 foram estudados no E18.,5, com 8 fetos C, 7 fetos S e 8 fetos G; e 21 foram

estudados no E19,5, com 7 fetos C, 7 fetos S e 7 fetos G (Diagrama 2).

12 ratas 10 ratas
acasaladas gravidas

|

49 fetos

I
5 mortos

\ 4

18,5° dia 19,5° dia excluidos

v

7C| 75 o

Diagrama 2- Representa o resultado do nimero de ratas e fetos que compuseram o estudo.
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Resultados da Morfometria

Os fetos do grupo E18,5 apresentaram os seguintes pesos corpdreos em gramas
(PC): C =5,65 (£0,59), S = 5,91 (20,26), e G = 5,54 (£0,68), ndo apresentando diferenca
estatistica significativa entre os trés subgrupos (p=0,793). Os fetos do grupo E19,5,
apresentaram os seguintes pesos corpéreos em gramas (PC): C = 6,02 (£0,30), S = 5,81
(£0,96), e G = 5,89 (£0,44), e também nao apresentaram diferenca estatistica significativa
entre os trés subgrupos (p=0,793) (Gréficos 1 e 2). Quando comparado o PC dos fetos dos
trés subgrupos (C, S e G) entre os grupos E18,5 e E19,5, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p=0,271). Também nao houve efeito significativo da interacdo entre os

subgrupos nos dois grupos estudados (p=0,389) (Figuras 6 ¢ 7).
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Graficos 1 e 2- Apresentam os valores do PC (g) dos fetos C, S e G, onde nido houve
diferenga estatistica significativa entre os subgrupos nos dois grupos

E18,5 ¢ E19,5 (p=0,793).
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Figura 6- Fotografia mostra os fetos do grupo E18,5, sendo (C) controle, (S) sham e (G)
gastrosquise. Notar a pequena diferenca de tamanho entre C/S/G, apesar de nao

haver diferenga estatistica significativa entre os pesos corporais destes fetos
(p=0,793).

Figura 7- Fotografia mostra os fetos do grupo E19,5, sendo (C) controle, (S) sham e (G)
gastrosquise. Notar a pequena diferenga de tamanho entre C/S/G, apesar de nao

haver diferenga estatistica significativa entre os pesos corporais destes fetos
(p=0,793).
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Os fetos do grupo E18,5 apresentaram os seguintes pesos intestinais em gramas
(PI): C = 0,22 (£0,03), S = 0,21 (£0,03), ¢ G = 0,31 (£0,07), apresentando diferenca
significativa entre os trés subgrupos (p<0,001, teste de Tukey) (Figura 8A). Os fetos do
grupo E19,5, apresentaram os seguintes pesos intestinais em gramas (PI): C = 0,24 (£0,01),
S = 0,24 (£0,04), ¢ G = 0,29 (£0,06); também houve diferenga significativa entre os trés
subgrupos (p<0,001, teste de Tukey) (Figura 8B) (Graficos 3 ¢ 4).

Quando comparado o PI dos fetos entre os trés subgrupos (C, S e G) entre os
dois grupos E18,5 e E19,5, ndo houve diferenca significativa (p=0,386). Também nao

houve interagdo entre os subgrupos nos dois grupos estudados (p=0,350).
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Graficos 3 e 4- Apresentam os valores do PI (g) dos fetos C, S e G dos dois grupos E18,5 ¢
el9,5. Notar que os fetos G apresentam PI maior que os fetos C e S

(p<0,001), em ambos os grupos.
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Figura 8- Fotografia mostra intestinos de fetos de ratas submetidos a G experimental.
Notar o aspecto mais escurecido e “espessado” dos intestinos dos fetos do
grupo E18,5 (foto A), e o aspecto mais claro e “normal” dos fetos do grupo

E19,5 (foto B), cujo tempo de exposi¢cdo ao LA foi menor.

Os fetos do grupo E18,5 apresentaram os seguintes comprimentos intestinais
em milimetros (CI): C = 211,00 (£17,24), S = 200,29 (£23,04), e G = 139,88 (£30,17),
apresentando diferenca estatistica significativa entre os trés subgrupos (p<0,001, teste de
Tukey) (Figura 7). Os fetos do grupo E19,5, apresentaram os seguintes comprimentos
intestinais em milimetros (CI): C = 236,00 (£17,77), S = 235,00 (£24,39), ¢ G = 162,43
(£16,54); também houve diferenca estatistica significativa entre os trés subgrupos

(p<0,001, teste de Tukey) (Graficos 5 € 6).
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Graficos S e 6- Apresentam os valores do CI (mm) dos fetos C/S/G dos dois grupos E18,5

A comparacao do CI dos fetos entre os trés subgrupos (C, S e G) do grupo
E18,5, apresentou diferenca estatistica significativa (p=0,001) quando comparados com os

fetos do grupo E19,5. Nao houve interagdo entre os trés subgrupos nos dois grupos

e E19,5. Notar que os fetos G do grupo E18,5 apresentam CI menor que os
Ce S (p<0,001) para ambos os grupos.

estudados (p=0,833) (Figura 9).
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Figura 9- Fotografia dos intestinos dos fetos dos trés subgrupos C/S/G do grupo E18,5,
mostrando a diferenca nos comprimentos dos intestinos dos fetos dos subgrupos
C e S quando comparados com o comprimento do intestino dos fetos do

subgrupo G (p<0,001), para ambos os grupos.

Os fetos do grupo E18,5 apresentaram a seguinte relagao PI/PC: C = 3,96
(£0,23), S = 3,59 (£0,51), e G = 5,64 (£0,87), com diferenca estatistica significativa entre
os trés subgrupos (p<0,001, teste de Tukey). Os fetos do grupo E19,5 apresentaram a
seguinte relacao PI/PC: C = 4,00 (+0,24), S = 4,09 (£0,32), e G = 5,02 (£1,18); também
houve diferenca estatistica significativa entre os trés subgrupos (p<0,001, teste de Tukey)

(Gréficos 7 e 8).

Quando comparada a relacdo PI/PC dos fetos entre os dois grupos E18,5 e
E19,5, ndo houve diferencga estatistica significativa (p=0,850), mas apresentou interacao

com diferenga estatistica significativa entre os trés subgrupos em cada grupo (p=0,035).
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Graficos 7 e 8- Apresentam os valores da relacdo de PI/PC (g/gx100) dos fetos C/S/G dos
grupos E18,5 e E19,5. Notar que os fetos G do grupo A apresentam
relagdo PI/PC maior que os C e S (p<0,001). O mesmo ocorre no grupo
E19,5. H4 interacdo com diferenca estatistica significativa entre os fetos

dos trés subgrupos, para ambos os grupos (p=0,035).

Os fetos do grupo E18,5 apresentaram a seguinte relagdo PI/CI: C = 1,06
(£0,12), S=1,07 (£0,17), e G = 2,33 (£0,67); houve diferenca estatistica significativa entre
os trés subgrupos (p<0,001, freste de Tukey). Os fetos do grupo E19,5 apresentaram a
seguinte relacao PI/PC: C = 1,02 (£0,06), S = 1,01 (£0,10), e G = 1,86 (£0,58), com
diferenca estatistica significativa entre os trés subgrupos (p<0,001, teste de Tukey)

(Gréaficos 9 e 10).

A comparagao da relagdo PI/CI entre os fetos dos dois grupos E18,5 ¢ E19,5
nao apresentou diferenca estatistica significativa (p=0,085) e também nao houve interagao

entre os trés subgrupos nos dois grupos estudados (p=0,347).
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Graficos 9 e 10- Apresentam os valores da relagdo PI/CI (mg/mm) dos fetos C/S/G dos

grupos E18,5 ¢ E19,5. Notar que os fetos G de E18,5 apresentaram PI/CI

bem maior que os C e S (p<0,001) do mesmo grupo. Nao houve

diferenca estatistica significativa na comparacdo PI/CI entre os dois

grupos.

As tabelas 1 e 2 apresentam resumidamente todos os resultados morfométricos

com as analises estatisticas comparativas.
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Tabela 1- Apresenta os resultados das comparacdes das medidas dentre os trés subgrupos

(C, S e G) e dois grupos E18,5 e E19,5

Fetos Controle Sham Gastrosquise

Grupo E18,5 E19,5 E18,5 E19,5 E18,5 E19,5
PC(g) 5.65(0,6) 6,02(03) 591 (£0,26) 581 (£0,96) 554 (x0,7) 5,89 (+0,44)
PI(g)  022(£0,03) 024 (0,01) 021 (x0,03) 024 (+0,04) 0,31 (£0,07)* 0,29 (+0,06)
CI(mm) 211 (£17) 236 (+18) 200 (+23) 235 (+24) 139 (£30)* 162 (+16)
PI/PC 3,96 (£0,23) 4,00 (024) 3,59 (£0,51) 4,09 (£0,32) 5,64 (+0,87)* 5,02 (+1,18)

PI/CI  1,06(£0,12) 1,02(x0,06) 1,07 (20,17) 1,01 (£0,10) 2,33* (£0,67) 1,86 (0,58)

* valores dos fetos submetidos & G experimental com diferenga estatistica significativa (p<0,001), onde PC =

peso corpodreo do feto (g). PI = peso do intestino (g) e CI = comprimento do intestino (mm), PI/PC ¢ PI/CIL.

Tabela 2- Representa os resultados das comparagdes das medidas dentre os trés subgrupos

(C, S e G) e dois grupos E18,5 e E19,5 e suas interagdes.

Subgrupos Grupos Interacgéo entre
CxSxG E18,5x E19,5 Subgrupo e Grupo
PC () p=0,793 p=0,271 p=0,389
PI (g) p<0,001* p=0,386 p=0,350
CI (mm) p<0,001* p=0,001* p=0,833
PI/PC p<0,001* p=0,850 p=0,035
PI/CI p<0,001* p=0,035 p=0,347

* Significancia estatistica p<0,05.
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Resultados da Histologia

As medidas em micrometros (xm) obtidas para os didmetros D-I e D-II nos
fetos C, S ¢ G do grupo E18,5 foram: D-I: C=865,25 (+£158,69), S=871,99 (+£106,71) e
G=1233,65 (£332,10). Para D-II as medidas foram: C=835,86 (+94,07), S=832,96 (£66,00)
e G=1014,85 (£237,29) (Figura 10). As medidas obtidas para a mucosa foram: C=26,76
(£5,10), S=26,10 (£3,07) e G=33,00 (£10,14). As medidas obtidas para a camada muscular
circular foram: C=10,81 (£1,50), S=9,95 (£1,11) e G=16,38 (#4,31). As medidas obtidas
para a camada muscular longitudinal foram: C=8,14 (+0,75), S=7,55 (£0,87) ¢ G=10,69
(£2,69). As medidas em micrometros (wm) obtidas para a serosa foram: C=2,48 (+0,36),
S=2,53 (£0,26) e G=3,38 (£0,62). Os resultados de todas as medidas dos diametros (D-I e
D-II) e das 4 camadas da parede intestinal do grupo E18,5, com valores de média e desvio

padrdo sdo apresentados na Tabela 3.

Figura 10- Fotomicrografia (10x) dos diametros dos intestinos dos fetos de ratas dos trés

subgrupos C/S/G do grupo E18,5.
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Tabela 3- Representa a comparagdo da média dos valores em micrometros (Um) e os

desvios-padrao das camadas intestinais dos fetos do grupo E18,5.

Camadas Controle Sham Gastrosquise
D-1 865,25 (£158,69) 871,99 (£106,71) 1233,65 (£332,10)*
D-11 835,86 (£94,07) 832,96 (£66,00) 1014,85 (£237,29)*
Mucosa 26,76 (£5,10) 26,10 (£3,07) 33,00 (£10,14)*
M. Circular 10,81 (£1,50) 9,95 (£1,11) 16,38 (¥4,31)*
M. Longitudinal 8,14 (x0,75) 7,55 (£0,87) 10,69 (£2,69)*
Serosa 2,48 (£0,36) 2,53 (£0,26) 3,38 (3£0,62)*

* Significancia estatistica p<0,005.

As medidas em microémetros (um) obtidas para os didmetros D-I e D-II nos
fetos C, S e G do grupo E19,5 foram: D-I: C=874,83 (£82,45), S=927,55 (£137,37) e
G=1146,13 (£192,01). Para D-II as medidas foram: C=993,59 (£153,71), S=1015,72
(£97,63) e G=1163,07 (£202,30) (Figura 11). As medidas em micrometros (sm) obtidas
para a mucosa foram: C=22,35 (£5,65), S=23,38 (+4,54) e G=39,07 (£10,33). As medidas
em micrometros (um) obtidas para a camada muscular circular foram: C=13,23 (+2,16),
S=9,94 (£1,58) ¢ G=17,58 (#4,25). As medidas obtidas para a camada muscular
longitudinal foram: C=7,09 (£1,21), S=5,66 (£1,54) e G=12,85 (+4,67). As medidas obtidas
para a serosa foram: C=1,19 (£0,21), S=1,10 (£0,24) ¢ G=2,09 (£1,01). O resultado de
todas as medidas dos didmetros (D-I e D-II) e das 4 camadas da parede intestinal do grupo

E19,5, com valores de média e desvio padrao, sdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 11- Fotomicrografia (10x) dos diametros dos intestinos dos fetos de ratas dos trés

subgrupos C/S/G, do grupo E19,5.

Tabela 4- Representa a comparacao da média dos valores dos diametros D-1 e D-II (mm) e

os desvios-padrao e das camadas intestinais (um) dos fetos do grupo E19,5.

Camada Controle Sham Gastrosquise
D-1 874,83 (+ 82,45) 927,55 (= 137,37) 1146,13 (= 192,01)*
D-1I 993,59 (+ 153,71) 1015,72 (£ 97,63) 1163,07 (+202,30)*
Mucosa 22,35 (£ 5,65) 23,38 (+4,54) 39,07 (£ 10,33)*
M. Circular 13,23 (£2,16) 9,94 (+ 1,58) 17,58 (= 4,25)*
M. Longitudinal 7,09 (£ 1,21) 5,66 (£ 1,54) 12,85 (£ 4,67)*
Serosa 1,19 (£0,21) 1,10 (£ 0,24) 2,09 (+1,01)*

* Significancia estatistica p<0,005.

A analise comparativa geral das medidas de D-I nos trés subgrupos C, S e G,

apresentou diferenga significativa com p<0,001 (teste de Tukey), em todos os cortes

seccionais quando comparados. A andlise comparativa geral das medidas de D-II nos trés

subgrupos C, S e G apresentou diferenca significativa com p=0,015 (teste de Tukey). Na
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analise comparativa entre os grupos E18,5 e E19,5, apenas D-II apresentou diferenca
significativa (p<0,001, Tukey), em todos os cortes seccionais. O efeito da interacdo entre os
trés subgrupos e os dois grupos ndo foi significativo para nenhum dos didmetros (p=0,735
para D-I e p=0,916 para D-II, Tukey). Os graficos 11 a 14 representam a comparagdo dos
diametros D-I e D-II, entre os subgrupos C/S/G e grupos E18,5 ¢ E19,5.
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Graficos 11 e 12- Representam o valor das medidas de D-I (mm) nos grupos E18,5 e
E19,5, suas médias e desvios-padrdo na comparagdo entre os trés

subgrupos.
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Graficos 13 e 14- Mostram o valor das medidas de D-II (mm) nos grupos E18,5 e E19,5,

suas médias e desvios-padrao na comparagdo entre os trés subgrupos.

A andlise comparativa geral das medidas da mucosa nos trés subgrupos (C, S e

G), apresentou diferenca significativa com p<0,001 (teste de Tukey). A andlise comparativa

das medidas da mucosa entre os grupos E18,5 e E19,5 ndo apresentou diferenga estatistica

significativa (p=0,570, teste de Tukey). O efeito da interacdo entre os trés subgrupos e os

dois grupos nao foi significativo para nenhuma das medidas (p=0,089, teste de Tukey)

(Tabela 5 e Graficos 15 e 16).
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Graficos 15 e 16- Mostram o valor das medidas da mucosa (um) nos dois grupos E18,5 e
E19,5, suas médias e desvios-padrdo na comparagdo entre os trés

subgrupos.

A andlise comparativa geral das medidas da camada muscular circular nos trés
subgrupos (C, S e G), apresentou diferenca significativa com p<0,001 (teste de Tukey). A
analise comparativa das medidas da camada muscular circular entre os dois grupos E18,5 ¢
E19,5 ndo apresentou diferenga significativa (p=0,160, Tukey). O efeito da interagdo entre
os trés subgrupos e os dois grupos ndo foi significativo para nenhuma das medidas

(p=0,358, Tukey) (Tabela 5 e Graficos 17 e 18).
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Graficos 17 e 18- Mostram o valor das medidas da camada muscular circular (um) nos dois
grupos E18,5 e E19,5 ¢ suas médias e desvios-padrdo na comparagio

entre os trés subgrupos.

A andlise comparativa geral das medidas da camada muscular longitudinal nos
trés subgrupos (C, S e G), apresentou diferenca significativa com p<0,001 (teste de Tukey).
A andlise comparativa das medidas da camada muscular longitudinal entre os grupos E18,5
e E19,5 nao apresentou diferenga significativa (p=0,083, feste de Tukey). O efeito da
interagdo entre os trés subgrupos e os dois grupos foi significativo para todas as medidas

(p=0,021, teste de Tukey) (Tabela 5 e Graficos 19 e 20).
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Graficos 19 e 20- Mostram o valor das medidas da camada muscular longitudinal (um) nos
dois grupos E18,5 e E19,5 e suas médias e desvios-padrdo na

comparagdo entre os trés subgrupos.

A andlise comparativa geral das medidas da serosa nos trés subgrupos (C, S e
G), apresentou diferencga significativa com p<0,001 (zeste de Tukey). A analise comparativa
das medidas da serosa entre os grupos E18,5 ¢ E19,5 apresentou diferenca estatistica
significativa em todas seccdes (p<0,001, Tukey). O efeito da interagdo entre os trés
subgrupos e os dois grupos ndo foi significativo para nenhuma das medidas (p=0,191,

Tukey) (Tabela 5 e Graficos 21 e 22).
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Graficos 21 e 22- Mostram os valores das medidas da camada serosa (um) nos dois grupos

E18,5 e E19,5 e suas médias e desvios-padrao na comparagdo entre os

trés subgrupos.

Tabela 5- Comparagdes das medidas dos didmetros e de todas as camadas entre os

subgrupos C/S/G e grupos E18,5 x E19,5 e a interacao entre subgrupo x

gestacao.
Subgrupos Grupos Interacio entre
CxSxG E18,5x E19,5 Subgrupo e Grupo
DI p<0,001* p=0,800 p=0,735
DII p<0,015* p<0,001* p=0,916
Mucosa p<0,001* p=0,570 p=0,089
Muscular Circular p<0,001* p=0,160 p=0,358
Muscular Longitudinal p<0,001* p=0,083 p=0,021*
Serosa p<0,001* p<0,001* p=0,191

* Significancia estatistica p<0,05, para analise de Variancia para medidas repetidas e teste post-hoc de Tukey.
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Os fetos do grupo E18,5 apresentaram os seguintes valores para a espessura da
parede intestinal (um): C = 48,19 (£7,13), S = 46,13 (#4,51), ¢ G = 63,46 (£16,54), com
diferenca estatistica significativa entre os trés subgrupos (p=0,013). Os fetos do grupo
E19,5 apresentaram os seguintes valores para a espessura da parede intestinal (um):
C = 43,85 (£7,36), S = 40,08 (£5,75), ¢ G = 71,60 (£16,17), também houve diferenca
estatistica significativa entre os trés subgrupos (p<0,001). Quando comparada a espessura
total da parede intestinal de fetos dos trés subgrupos (C, S e G) entre os grupos E18,5 ¢
E19,5, ndao houve diferenca significativa (p=0,476). Também ndo apresentou interacao
entre os subgrupos nos dois grupos estudados (p=0,104), conforme Graficos 23 e 24 e

Figuras 12 e 13.
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Graficos 23 e 24- Mostram os valores das medidas da espessura da parede intestinal (pm)
nos dois grupos E18,5 e E19,5 e suas médias e desvios-padrdo na

comparagdo entre os trés subgrupos.
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Figura 12- Fotomicrografia (40x) das espessuras das paredes dos intestinos dos fetos de

ratas dos trés subgrupos C/S/G do grupo E18,5, p=0,013 (barra: 30um).

Figura 13- Fotomicrografia (40x) das espessuras das paredes dos intestinos dos fetos de

ratas dos trés subgrupos C/S/G do grupo E19,5, p<0,001 (barra: 30pum).
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Resultado da Imunohistoquimica da a-Internexina

Os plexos mioentéricos dos fetos G apresentaram imunorreatividade mais
intensa, sendo marcados pela o-Internexina tanto no grupo do dia E18,5 (Figura 14),

quanto no do dia E19,5 (Figura 15).

Os plexos mioentéricos dos fetos G do grupo E18,5, expostos ao LA por mais
tempo, apresentaram maior imunorreatividade a o-Internexina, evidenciando maior
presenca de células neuronais imaturas. A imunofluorescéncia pela o-Internexina
apresentou baixa ou nenhuma imunorreatividade nas paredes intestinais dos fetos C e S dos

dois grupos.

Figure 14- Imonufluorescéncia de parede intestinal de fetos C/S/G do grupo E18,5,
evidenciando os plexos mioentéricos mais lesados pelo LA, mostrando as
células neuronais imaturas que foram mais intensamente marcadas pela o-
Internexina nos fetos G (setas). As linhas tracejadas em C e S mostram o

trajeto das paredes intestinais sem marcagao, (40x) (barra: 30 pm).
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Figure 15- Imunofluorescéncia da parede intestinal de fetos C/S/G do grupo E19,5,
evidenciando os plexos mioentéricos mais lesados pelo LA, mostrando células
neuronais imaturas, em menor quantidade que no grupo E18,5, que foram mais
intensamente marcadas pela a-Internexina nos fetos G (setas). As linhas
tracejadas em C e S mostram o trajeto das paredes intestinais sem marcagao,

(40x) (barra: 30 um).

Resultados
57



5- DISCUSSAO



Gastrosquise ¢ uma doenga congénita rara e de etiologia desconhecida, na qual
as alcas intestinais expostas ao LA levam a alteragdes funcionais no periodo pos-natal,
como hipomotilidade intestinal e a distirbios na capacidade de absor¢do de nutrientes

(SANTOS et al., 2003; GUO et al., 1995).

Os danos anatémico e funcional ao intestino ocorrem nao apenas pelo contato
direto com o LA, mas principalmente pela acdo do mecdnio liberado pelo feto durante a
gestacdo (API et al, 2001) e pelo tempo de exposi¢do ao LA, que agravam a lesdo da
parede intestinal (LANGER et al., 1989; SRINATHAN et al., 1995).

O comprometimento das alcas intestinais na G ocorre mais no final da gesta¢ao,
em fetos humanos, e as lesdes sdo mais acentuadas apds a 30* semana de gestagdo com a
formacdo de uma fina camada fibrosa (fibrous peel), a qual promove alteragdes

progressivas na serosa intestinal (LANGER et al., 1990; TIBBOEL et al., 1986).

Devido a isso, o modo ¢ a antecipacdo do parto, embora ndo tenham um
consenso na conduta no feto com G, seriam formas de se evitar o dano as alcas intestinais

(MOORE et al., 1999; HUANG et al., 2002).

Quanto ao modo de parto, hd uma tendéncia ao parto vaginal deixando a
cesariana apenas para indicacdes obstétricas ou quando existe sofrimento fetal
(HOW et al., 2000; PULIGANDLA et al., 2004), enquanto outros acreditam que fetos com

G poderiam se beneficiar com parto cesarea no termo da gestagdo (HUANG et al., 2002).

Quanto a antecipacdo do parto, as vantagens seriam uma maior facilidade da
correcdo primdria, com menor mortalidade e menor periodo de hospitalizagdo, pois
estariam minimizadas as alteragdes estruturais morfoldgicas e histoldgicas do intestino

exposto ao LA do final da gestagdo (FITZSIMMONS et al., 1988; DUNN et al., 1999).

As alteragdes estruturais mais freqiientemente encontradas no intestino da G
sdo: espessamento de suas paredes, aumento do peso, encurtamento do comprimento e
aparecimento da fina camada fibrosa que recobre a serosa (DEANS et al., 1999;

COREIA-PINTO et al., 2002).
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Na G de modelos experimentais em coelhos, avaliando um unico periodo de
exposicdo intestinal ao LA, o diametro intestinal estava aumentado enquanto que o peso
corporal, o peso e o comprimento intestinal, estavam diminuidos (ALBERT et al., 1992;
ALBERT et al., 1993). Resultados similares foram obtidos na G experimental em ovelhas

(LANGER e al., 1989).

Neste estudo de G em ratos nos encontramos o CI menor (p<0,001) e o PI
maior (p<0,001) nos fetos G, quando comparados com fetos C e S em ambos 0s grupos
E18,5 e E19,5, sendo estes resultados semelhantes aos encontrados por Correia-Pinto et al.
(2001). No entanto, nos verificamos que o CI foi menor nos fetos com G do E18,5 que do

E19,5 (p=0,001), ou seja, maior tempo de exposi¢ao ao LA causou maior encurtamento.

Os diametros dos intestinos dos fetos G (D-I e D-II) foram maiores que os de
fetos C e S (p<0,001 e p=0,015, respectivamente) em ambos os grupos, resultados
semelhantes aos de ALBERT et al., (2003) (ALBERT et al., 2003). De comportamento
similar ao CI, D-II também apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado
as medidas entre os dois grupos, isto ¢, o D-II de fetos G/E18,5 foi menor que em G/E19,5
(p<0,001). O PC nao apresentou diferenca significativa nem nos subgrupos (p=0,793), nem
nos dias E18,5 ¢ E19,5 (p=0,271); estes resultados sdo diferentes de ALBERT et al. (2001)
e FRANCHI-TEIXEIRA et al. (2005) , que encontraram PC menores nos fetos G.

Nos verificamos na anélise comparativa das medidas da camada serosa, que ela
estava aumentada nos fetos G dos subgrupos (p<0,001), bem como entre os dias do E18,5 ¢
E19,5 (p=0,035), o mesmo encontrado nos modelos de coelhos (ALBERT et al., 2003) e
embrides de galinhas (YU et al., 2004). Estes resultados refor¢gam o efeito nocivo na

evolucdo da gestacdo sobre as alcas intestinais especialmente na camada serosa.

Na avaliacdo histométrica da parede intestinal da G experimental em ovelhas,
as camadas muscular circular e longitudinal estavam aumentadas, mas a camada muscular
longitudinal apresentou maior aumento € iniciou 0 espessamento mais precoce que a
circular, sugerindo que a lesdo desta camada da parede intestinal ¢ mais comprometida
quanto maior ¢ o tempo de exposicdo ao LA (LANGER et al., 1990; SRINATHAN et al.,
1995). Estes resultados demonstraram que o acometimento das camadas musculares

também pode contribuir para explicar a hipomotilidade e a mal-absorcao intestinal.

Discussdo
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No6s encontramos em G de ratos, espessamento da camada circular e
longitudinal nos trés subgrupos (p<0,001) em ambos os dias, e embora ndo tenhamos
encontrado diferenga significativa quando comparada a camada muscular longitudinal entre
os dias E18,5 x E19,5 (p=0,083), acreditamos que ha uma tendéncia em espessar mais esta

camada quanto maior ¢ o tempo de exposicao ao LA.

A camada mucosa estava aumentada na G de ambos os subgrupos (p<0,001),
mas ndo entre os dias gestacionais (E18,5xE19,5). O espessamento da mucosa também foi
verificado na G de ovelha, com coadjuvante aumento da submucosa (SRINATHAN et al.,
1995), bem como na G em coelho (ALBERT er al., 2003) e parece que este espessamento
da mucosa relaciona-se com diminui¢ao da atividade das dissacaridases e contribui para a

ma-absor¢ado intestinal neonatal (GUO et al., 1995).

A o-Internexina ¢ uma proteina dos neurofilamentos que estd presente no
sistema nervoso central e periférico, e estd envolvida na diferenciacdo embrionéria de
células da linhagem mioentérica neuronal (FAUSSONI-PELLEGRINI et al., 1999). Ela ¢
também uma das responsaveis pela formacgao do citoesqueleto e pode ser considerada como
um marcador da maturidade neuronal, pois aparece mais precocemente na vida embrionaria
e diminui sua imunorreatividade com o passar da vida fetal para neonatal e, se presente na

fase adulta, ¢ indicativo de imaturidade neuronal (VANNUCCHI et al., 2003).

SANTOS et al., (2003), encontraram diminuicdo da atividade da
acetilcolinesterase e maior imaturidade dos plexos mioentéricos por meio da desidrogenase

latica (DHL) em modelo de G de coelhos.

VANNUCCHI et al. (2004), verificaram, por meio da imunorreatividade da
a-Internexina nas algas intestinais da G em fetos E18,5, que havia diminuicao da reagado e
conseqliente atraso na maturacdo neuronal, além de desorganizacdo dos plexos

mioentéricos.

Ambos achados poderiam explicar as alteragdes da atividade sinaptica dos

neurdnios mioentéricos que afetam o controle da motilidade intestinal na G.
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No presente estudo encontramos uma maior imunorreatividade da a-Internexina
nos fetos G do grupo E18,5 e E.19,5 que nos fetos C e S de seus respectivos grupos. No
entanto, a imunoreatividade da a-Internexina no grupo E18,5 foi maior que no grupo E19,5,
ou seja, os plexos mioentéricos permaneceram mais imaturos quanto mais prolongado foi o
periodo de exposicdo ao LA (Figura 14). Estes resultados sdao adicionais aos de
VANNUCCHI et al. (2003 e 2004), cujos resultados foram apresentados em apenas um dia
gestacional, E18,5.

Finalmente, pudemos resumir nossos achados de G em fetos de ratos que,
quanto maior foi a exposi¢ao das algas intestinais ao LA, maior foi o acometimento sobre o
comprimento, resultando em intestinos mais curtos, com maior espessamento da camada
serosa € maior imaturidade dos plexos mioentéricos. Estes resultados sdo dados
experimentais que podem corroborar com as supostas vantagens da antecipacdo do parto
para fetos humanos com G, a fim de minimizar os efeitos nocivos do LA sobre a

maturidade dos plexos mioentéricos.
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1 6- CONCLUSAO



Pudemos concluir que no modelo de G experimental de fetos de rato avaliados
em 2 diferentes tempos de exposi¢do ao LA (E18,5 e E19,5) na morfologia, o peso e o
comprimento intestinais foram os mais acometidos que nos fetos C e S, e que o

comprimento intestinal ¢ cada vez menor conforme a exposicdo ao LA aumenta.

Na histologia, todas as camadas da parede intestinal sofreram alteracao, ou seja,
mucosa, muscular circular, muscular longitudinal e serosa estavam aumentadas na G com
relagdo aos fetos C e S, e somente a camada serosa intestinal apresentou piora conforme o

tempo de exposi¢ao ao LA.

Na imunohistoquimica, por meio da marcacdo da a-Internexina, os fetos G
apresentaram maior imaturidade dos plexos mioentéricos quanto maior foi o tempo de

exposicao ao LA (E18,5).
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7- AN,{LISE
ESTATISTICA



Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo, foram feitas
estatisticas descritivas das varidveis continuas, com valores de média, desvio padrao,
valores minimo e miximo e a mediana dos didmetros dos segmentos intestinais e da
espessura das 4 camadas estabelecidas: mucosa, muscular circular, muscular longitudinal e
serosa. Para comparar as varidveis entre os subgrupos e demais fatores, foi utilizada a
Andlise de Variancia para medidas repetidas (Repeated Measures ANOVA), para 2 fatores
principais: subgrupos C, S e G e dois dias gestacionais, E18,5 ¢ E19,5.

A comparacdo entre subgrupos C, S e G e os dias E18,5 e E19,5, foi realizada
com o teste post-hoc de Tukey. Devido a auséncia de distribuicdo normal das medidas, as
andlises foram feitas apoOs transformacdo logaritmica dos dados (logip). O nivel de

significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0,05.

Andlise Estatistica
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ANEXO 1

De: Camara de Pesquisa — Servico de Estatistica — FCM — Unicamp

Para: Willy Marcus Gomes Franga / Dr Lourenco Sbragia — Cirurgia

Data: 12 de abril de 2005.

Avaliacao macroscopica e histologica dos plexos mioentéricos de intestinos de fetos de
ratas Sprague-Dawley submetidos a gastrosquise experimental intra-titero em
diferentes idades gestacionais.

Objetivos:

1. Descrever e comparar 3 grupos (Controle (n=15); SHAM (n=14); e
Gastrosquise (n=15), com relacdo aos dados de didmetro (D1 e D2), mucosa,
muscular circular, muscular longitudinal e serosa, medidos em 2 regides
(%h e 3h), em 5 cortes seccionais (I, II, III, IV e V) e em 2 periodos de
gestacao (18.5 e 19.5 dias).

2. Verificar se ha diferenca das medidas entre as 2 regides (Sh e 3h), entre os 5
cortes seccionais (I, I, III, IV e V) e entre os 2 periodos de gestacdo (18.5 e
19.5 dias).

Metodologia Estatistica:
Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo, foram feitas

estatisticas descritivas das varidveis continuas (didmetros e mucosas), com valores de

média, desvio padrao, valores minimo e maximo e mediana.
Para comparar as varidveis entre os grupos e demais fatores, foi utilizada a

Andlise de Variancia para medidas repetidas (Repeated Measures ANOVA), para 2 fatores

principais (Grupos C, S e G); e Dias de Gestacdo (18.5 e 19.5 dias), e 2 fatores de medidas
repetidas (Regides 9h e 3h); e Cortes Seccionais (I, II, III, IV e V). A comparagao entre os

grupos dos fatores principais foi realizada com o teste post-hoc de Tukey e para a

comparagdo entre as regides e cortes seccionais foi utilizado o teste de perfil por contrastes

(Profile Test). Devido a auséncia de distribuicdo Normal das medidas, as andlises foram
feitas ap0Os transformacao logaritmica dos dados (log;o).
O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,

p<0.05.
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Resultados:

Anadlise Descritiva Geral

e as tabelas 1 e 2, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas das

gestacdo para caracterizacao dos grupos.

Tabela 1- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 18,5 dias.

varidveis para 18,5 dias e 19,5 dias de

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM”

VARIAV N  MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P.
D11 8 800.98 157.67 490.68 821.78 1004.94 |Dl1 7 830.88 129.51
D12 8 888.02 181.84 505.57 931.11 1083.01 |Dl12 7 888.69 125.41
D13 8 887.45 181.00 504.42 895.29 1092.23 (D13 7 910.70 128.65
D14 8 868.74 168.23 519.40 895.29 1063.44 |(D14 7 841.94 142.36
D15 8 881.07 184.69 510.08 890.60 1110.76 |[D15 7 887.74 157.82
D21 8 883.54 129.52 685.75 873.31 1076.45 [D21 7 895.61 105.55
D22 8 793.86 81.10 681.02 799.77 928.58 |D22 7 831.13 111.46
D23 8 830.48 137.04 678.15 800.36 1063.44 [D23 7 803.05 86.23
D24 8 855.60 150.93 714.30 818.54 1086.76 |D24 7 851.51 129.05
D25 8 815.83 126.68 579.51 826.03 1004.49 [D25 7 783.50 95.63
MUCO91 8  26.82 7.41  14.37  26.21  41.50 |MUCO91 7  29.47 9.53
MUCO92 8 27.70 10.40 18.89  26.01  50.40 |MUCO92 7  24.68 4.07
MUCO93 8  25.25 6.69 14.37 26.61 32.56 [MUCO93 7  26.37 4.00
MUCO94 8  23.56 4.44  17.48  23.42  30.42 |MUCO94 7  27.47 6.11
MUCO95 8  25.10 8.30 15.70 23.11  42.49 [MUCO95 7  23.29 3.42
MUCO31 8  29.30 8.81 12.13  32.18  39.59 [MUCO31 7  27.46 5.51
MUCO32 8  28.62 7.19 19.01 30.69 37.04 |MUCO32 7 27.34 4.21
MUCO33 8  27.97 6.25 17.55 27.24  37.97 [MUCO33 7  26.55 7.51
MUCO34 8  29.44 5.99 20.94 29.81 36.55 |MUCO34 7  25.18 6.07
MUCO35 8 23.90 5.36 17.40 22.70 32.53 | MUCO35 7 23.16 3.75
CIRC91 8 10.61 2.44 8.50 9.92 15.96 | CIRC91 7 10.91 1.76
CIRC92 8 10.74 3.45 6.70 10.66 18.35 | CIRC92 7 9.75 1.68
CIRC93 8 11.27 2.38 7.85 11.42 14.16 | CIRC93 7 9.66 2.02
CIRC94 8 10.50 2.13 7.09 11.09 13.11 | CIRC94 7 9.31 2.43
CIRCY95 8 11.47 2.15 8.97 11.15 14.65 | CIRC95 7 10.42 1.37
CIRC31 8 10.38 1.26 8.49 10.54 12.03 | CIRC31 7 11.10 1.19
CIRC32 8 11.27 2.04 9.55 10.56 16.02 | CIRC32 7 9.79 1.49
CIRC33 8 11.00 2.31 8.02 10.70 15.09 | CIRC33 7 9.96 1.46
CIRC34 8 10.47 0.79 9.55 10.56  11.93 |CIRC34 7 9.77 1.56
CIRC35 8 10.37 2.71 6.87 10.50 14.74 |CIRC35 7 8.81 2.13
LONG91 8 8.64 1.66 6.55 8.46 10.47 | LONG91 7 8.22 1.49

U0 U ®

MEDIANA MAX

799.
876.
917.
861.
941.
866.
819.
803.
861.
790.

1024.
1102.
1102.
1018.
1064.
1106.
1013.

960.
1085.

909.

GRUPO “GASTROSQUISE”

MEDIANA MAX

VARIAV N MEDIA D.P MIN
D11 8 1252.98 364.60 709.54
D12 8 1206.34 310.65 728.96
D13 8 1252.40 369.34 709.92
D14 8 1215.72 345.79 681.55
D15 8 1240.79 335.81 709.67
D21 8 1018.20 249.04 666.82
D22 8 978.94 246.46 623.97
D23 8 1015.47 258.29 633.33
D24 8 1033.11 217.41 619.34
D25 8 1028.52 258.01 623.83
MUCO91 8 35.88 11.84 21.56
MUCO92 8 32.56 10.31 21.70
MUCO93 8 32.83 11.31 18.49
MUCO94 8 32.00 13.69 17.86
MUCO95 8 37.05 16.88 18.85
MUCO31 8 29.82 9.07 14.53
MUCO32 8 34.87 14.62 20.75
MUCO33 8 32.43 16.60 18.83
MUCO34 8 30.99 14.40 14.47
MUCO35 8 31.59 14.55 13.34
CIRC91 8 20.04 8.04 12.24
CIRC92 8 16.91 4.87 11.41
CIRC93 8 15.88 4.90 9.95
CIRC94 8 13.83 3.43 9.95
CIRC95 8 15.41 5.16 9.11
CIRC31 8 16.41 5.46 11.01
CIRC32 8 18.09 5.88 10.86
CIRC33 8 15.06 4.52 10.42
CIRC34 8 15.95 4.95 8.66
CIRC35 8 16.26 5.50 9.48
LONG91 8 10.86 3.94 4.29

1238.
1221.
1225.
1307.
1305.
1038.
976.
1057.
1109.
1128.
37.

1657.
1637.
1809.
1614.
1754.
1275.
1290.
1372.
1275.
1333.

54.

47.




GRUPO “CONTROLE” GRUPO “CONTROLE” GRUPO “CONTROLE”
VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX

LONG92 8 7.84 1.69 5.83 7.39 11.41 [LONG92 7 6.45 2.11 2.75 6.29 9.92 | LONG92 8 9.63 3.07 5.74 9.42  15.28
LONG93 8 8.64 1.03 7.08 8.99 9.68 | LONG93 7 7.95 1.31 5.97 7.62  10.03 [LONG93 8  12.37 5.38 5.68 13.76  18.55
LONG94 8 8.24 1.71 6.70 7.65 11.91 [LONG94 7 6.88 2.39 5.19 6.13 12.17 |LONG94 8 11.70 5.16 5.27 11.66  20.32
LONG95 8 8.06 1.65 4.72 8.50 9.72 | LONG95 7 7.34 1.64 5.68 7.46 9.68 | LONG95 8 9.22 3.72 3.02 8.60 14.63
LONG31 8 7.89 1.19 5.50 7.97 9.55 | LONG31 7 8.38 1.74 6.75 7.81 12.09 |[LONG31 8 9.35 2.76 5.27 9.45  13.17
LONG32 8 8.09 1.79 4.47 8.44  10.08 | LONG32 7 7.44 1.81 5.74 6.87 10.35 |LONG32 8  11.37 5.22 5.66 9.17  20.15
LONG33 8 7.99 1.31 5.27 8.07 9.48 | LONG33 7 7.57 1.48 5.38 7.62 9.16 | LONG33 8 11.72 3.73 6.60 12.04  17.48
LONG34 8 7.84 1.08 6.04 7.88 9.01 | LONG34 7 7.59 1.52 4.92 8.50 8.90 |LONG34 8 10.96 3.27 6.42 12.23  14.18
LONG35 8 8.19 1.80 6.13 7.47 11.25 |[LONG35 7 7.72 2.04 4.35 8.03 10.76 |LONG35 8 9.77 4.98 4.27 7.97  20.42
SERO91 8 2.46 0.49 1.94 2.45 3.40 | SERO91 7 2.65 0.76 1.49 2.41 3.43 | SERO91 8 3.41 1.15 2.36 3.14 5.70
SER092 8 2.39 1.19 1.49 2.00 5.27 | SER092 7 2.31 0.75 1.42 2.36 3.80 | SER092 8 3.14 1.79 1.42 2.58 6.87
SER093 8 2.68 0.88 1.70 2.69 3.80 | SER093 7 2.54 0.87 1.70 2.41 4.06 | SER0O93 8 3.07 1.40 1.89 2.65 6.15
SER094 8 2.53 1.12 1.49 2.24 5.08 | SER094 7 2.52 0.95 1.24 2.36 4.45 | SER0O94 8 3.10 1.02 2.11 2.79 4.81
SERO95 8 2.27 0.52 1.42 2.24 3.30 | SER0O95 7 2.48 0.68 1.42 2.75 3.30 | SERO95 8 3.49 0.76 2.11 3.50 4.72
SERO31 8 2.57 0.48 1.89 2.54 3.34 | SERO31 7 2.78 0.35 2.11 2.87 3.16 | SERO31 8 3.84 0.60 2.98 3.92 4.65
SERO32 8 2.62 0.88 1.94 2.24 4.35 | SERO32 7 2.79 1.11 1.49 2.54 4.47 | SERO32 8 4.06 1.10 2.36 4.24 5.38
SERO33 8 2.42 0.74 1.49 2.39 3.89 | SERO33 7 2.81 0.99 1.89 2.54 4.47 | SERO33 8 3.17 0.77 1.49 3.32 3.80
SERO34 8 2.65 0.70 1.70 2.65 3.59 | SERO34 7 2.25 0.51 1.49 2.11 3.02 | SERO34 8 3.59 1.09 2.11 3.42 5.19
SERO35 8 2.20 0.52 1.49 2.20 3.02 | SERO35 7 2.14 0.49 1.41 2.36 2.87 | SERO35 8 2.93 0.64 1.94 3.30 3.59
D1 8 865.25 158.69 506.03 912.58 991.98 [D1 7 871.99 106.71 694.68 885.04 972.05 [D1 8 1233.65 332.10 714.53 1278.74 1647.83
D2 8 835.86 94.07 700.21 831.30 957.80 [D2 7 832.96 66.00 743.74 836.71 931.14 [D2 8 1014.85 237.29 633.46 1074.36 1273.46
D 8 850.56 116.48 603.12 881.40 967.97 [D 7 852.48  73.77 765.70 851.32 946.81 [D 8 1124.25 283.03 673.99 1163.66 1460.65
MUCO9 8  25.68 6.60 16.34 24.90 39.47 [MUCO9 7  26.25 3.98 19.84 27.33 31.08 |MUCO9 8 34.06 9.78 22.00 32.92  47.10
MUCO3 8 27.84 3.88 20.10 28.25 33.30 |MUCO3 7  25.94 2.85 20.90 25.73 30.23 |MUCO3 8 31.94 11.72 18.33  30.28 51.01
MUCO 8 26.76 5.10 18.22  26.02  36.39 |MUCO 7 26.10 3.07 20.37 27.77  28.43 | MUCO 8 33.00 10.14 20.17 34.69 49.06
CIRCY 8 10.92 2.11 8.15 10.74 14.91 [CIRCY9 7 10.01 1.31 8.34 9.73 12.24 |CIRCY 8 16.41 4.51 11.97 15.16  24.35
CIRC3 8 10.70 1.05 9.34 10.45 12.33 |[CIRC3 7 9.88 1.05 8.70 9.51 11.19 |CIRC3 8 16.35 4.40 10.72 16.61  22.86
CIRC 8 10.81 1.50 9.09 10.68 13.62 |[CIRC 7 9.95 1.11 8.64 9.44 11.66 | CIRC 8 16.38 4.31 11.35 15.88  23.60
LONGY 8 8.28 0.85 7.45 8.06 9.76 | LONGY 7 7.37 0.82 6.51 7.05 8.81 |LONGY 8 10.75 2.85 6.89 10.39  14.35
LONG3 8 8.00 0.74 7.04 8.08 9.20 | LONG3 7 7.74 1.04 6.68 7.52 9.57 |LONG3 8 10.63 2.78 7.35 10.30 16.02
LONG 8 8.14 0.75 7.25 7.99 9.48 | LONG 7 7.55 0.87 6.67 7.36 9.19 | LONG 8 10.69 2.69 7.12  10.36  14.99
SERO9 8 2.47 0.51 1.82 2.42 3.48 | SERO9 7 2.50 0.21 2.16 2.47 2.82 | SERO9 8 3.24 0.79 2.58 2.94 5.06
SERO3 8 2.49 0.23 2.24 2.46 2.88 | SERO3 7 2.55 0.35 2.21 2.54 3.11 | SERO3 8 3.52 0.56 2.63 3.68 4.27
SERO 8 2.48 0.36 2.03 2.52 3.18 | SERO 7 2.53 0.26 2.19 2.47 2.88 | SERO 8 3.38 0.62 2.61 3.32 4.66




Tabela 2- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 19,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX
D11 7 887.60 86.89 758.10 919.95 1001.78 |[D11 7 952.06 143.11 747.63 904.87 1133.58 [DI11 7 1138.39 183.15 900.62 1161.07 1371.84
D12 7 875.15 87.26 763.70 879.82 980.37 [D12 7 939.42 146.83 771.80 885.83 1157.23 [DI12 7 1163.54 206.27 910.53 1230.06 1367.34
D13 7 848.34 101.78 713.79 881.27 959.79 [D13 7 908.94 128.56 714.68 935.38 1071.43 [D13 7 1148.80 216.60 886.99 1239.42 1376.72
D14 7 875.43  84.95 773.62 901.91 960.91 [D14 7 921.47 148.77 752.40 905.96 1133.33 [D14 7 1146.42 192.11 895.55 1198.73 1375.63
D15 7 887.65 91.68 765.82 923.53 998.92 [D15 7 915.87 133.72 747.63 916.38 1100.09 [D15 7 1133.48 175.66 890.79 1204.08 1343.54
D21 7 978.49 166.75 774.30 952.98 1249.66 |[D21 7 1020.37 106.45 886.03 972.37 1143.66 |[D21 7 1134.89 196.42 881.07 1134.14 1414.29
D22 7 972.72 173.76 695.82 979.67 1221.14 |[D22 7 1024.05  93.49 940.81 963.89 1153.41 |[D22 7 1167.02 198.63 891.10 1247.44 1400.00
D23 7 1013.08 141.36 868.87 978.92 1267.51 [D23 7 1018.90 108.52 909.76 978.78 1181.77 |D23 7 1152.92 200.66 868.55 1180.95 1419.08
D24 7 998.77 153.09 848.10 985.73 1252.75 |[D24 7 1002.99  95.30 904.96 953.54 1130.45 [D24 7 1165.18 217.55 833.39 1308.48 1357.22
D25 7 1004.90 151.03 885.59 948.21 1275.24 [D25 7 1012.27 92.61 914.29 957.62 1121.27 |D25 7 1195.32 216.81 881.16 1262.80 1423.82
MUCO91 7  20.85 4.25 14.32  19.91  26.77 |MUCO91 7  25.44 3.58 19.81 26.52 29.38 |MUCO91 7  39.23 21.28 14.62 32.67 70.61
MUCO92 7  20.44 5.16 10.55 20.88 27.75 |MUCO92 7  23.92 4.83 19.43 21.64 31.56 |MUCO92 7  40.92 16.98  18.45 41.38 68.01
MUCO93 7  21.48 4.46 15.63  19.45 27.61 |MUCO93 7  22.41 5.38 14.15 23.00 29.78 |MUCO93 7  33.97 13.06 16.02 33.98 54.28
MUCO94 7  21.36 6.61 13.05 19.45 32.08 [MUCO94 7 22.62 4.54 15.23 23.34 28.20 |MUCO94 7 35.79 18.90 18.96 28.81  73.12
MUCO95 7  21.69 7.01 11.01  23.63  32.39 |MUCO95 7  22.62 6.13 15.21 20.94 31.24 |MUCO95 7 34.65 10.75 17.51  34.28  53.79
MUCO31 7  22.67 5.58 11.83  23.58 29.25 |MUCO31 7  24.25 5.94 17.36 25.40 32.55 |MUCO31 7  38.72 15.09 26.57 31.62 61.37
MUCO32 7  21.91 4.88 17.92 20.74 32.19 |MUCO32 7  22.68 6.49 18.85 20.07 36.92 [MUCO32 7  43.84 10.69 26.55 40.32 56.72
MUCO33 7  24.86 9.91 18.23 21.06 44.81 [MUCO33 7 22.12 8.11 15.36 21.52  39.15 |MUCO33 7  38.92 11.01 26.42 37.29 60.25
MUCO34 7 25.20 11.34 17.96 22.02 50.45 |MUCO34 7  23.57 7.34 17.01 21.33 35.41 |MUCO34 7  46.88 15.17 27.69 38.73  66.32
MUCO35 7  23.02 7.05 14.65 24.10  36.29 |MUCO35 7  24.13 4.89 17.53  23.80 32.71 |MUCO35 7  37.81 5.65 28.44  37.81  44.90
CIRC91 7 11.50 4.97 6.42 10.55 20.29 [CIRC91 7  11.20 3.47 5.66 10.94 16.12 |[CIRC91 7 17.71 5.76 7.91  19.82  25.96
CIRC92 7  12.48 2.50 9.11 13.11 16.10 [CIRC92 7  10.53 1.76 8.06 10.97 12.95 |[CIRC92 7 16.04 3.95 11.33 15.68 23.88
CIRC93 7  14.63 3.30 10.86  15.42 18.79 |CIRC93 7 11.11 2.82 8.06 9.55 14.63 |CIRC93 7  15.81 5.95 8.02  14.99  26.42
CIRC94 7 13.51 2.55 10.18 14.69 16.04 |CIRC94 7  10.07 2.83 6.42 9.40  13.40 |CIRC94 7 16.68 5.79 9.48 16.84  27.47
CIRC95 7  14.01 3.28 10.18 12.83 19.70 | CIRC95 7 9.79 2.66 6.57 10.09 14.19 |[CIRC95 7 16.32 3.24 9.95 16.57 19.82
CIRC31 7 12.24 3.55 7.61 12.35 16.13 |[CIRC31 7 9.21 2.60 6.13 8.54 13.41 |CIRC31 7 16.85 5.56 11.33 16.52 27.70
CIRC32 7  12.43 2.84 7.55 12.30 16.24 |[CIRC32 7 9.52 2.02 6.35 9.72  12.26 |CIRC32 7  18.39 7.45 12.59 16.04  33.46
CIRC33 7  13.67 2.72 10.38 13.69 18.69 |CIRC33 7 9.59 1.79 6.80 9.55 12.17 |CIRC33 7  18.93 6.89 9.95 19.95 27.09
CIRC34 7 13.66 3.08 10.09 11.94 18.37 |CIRC34 7 8.88 1.73 6.80 8.03 11.41 |CIRC34 7 21.24 6.98 11.01 23.75  30.20
CIRC35 7 14.16 2.69 9.27 15.42 16.59 |CIRC35 7 9.53 2.39 6.33 8.81 12.95 |CIRC35 7  17.87 4.08 11.48 17.93  22.97
LONG91 7 6.38 1.99 4.03 6.57 10.00 | LONG91 7 6.33 2.12 3.59 6.57 9.45 | LONG91 7  12.79 7.02 5.74 11.34  24.57
LONG92 7 7.24 2.03 4.92 7.09 11.36 [LONG92 7 6.61 2.08 3.80 7.01 9.27 | LONG92 7  14.50 5.74 7.08 13.69  24.60
LONG93 7 6.81 1.56 4.47 6.20 8.70 | LONG93 7 5.76 1.70 3.89 5.38 9.01 |LONG93 7  10.11 3.53 6.20 9.62 15.96
LONG94 7 7.67 2.36 4.03 7.61 11.65 [LONG94 7 5.38 1.98 4.03 4.35 9.29 | LONG94 7  10.36 4.30 6.42 8.61 17.93
LONG95 7 8.48 4.44 5.08 6.42  17.53 | LONG95 7 5.49 2.50 3.89 4.47 10.89 [LONGY95 7  12.40 6.37 6.75 10.35  23.70
LONG31 7 6.14 2.28 3.59 5.27 10.20 [LONG31 7 6.73 4.74 3.59 4.65 16.73 [LONG31 7  14.91 9.98 4.45  12.17  28.96
LONG32 7 7.72 3.91 3.30 6.62 15.68 | LONG32 7 4.38 1.32 2.75 4.35 6.75 | LONG32 7  14.06 7.66 5.21  13.81  28.34
LONG33 7 7.12 2.43 4.25 6.62 10.69 | LONG33 7 4.84 1.56 3.02 4.27 7.38 | LONG33 7  14.96 8.17 5.68 13.51  30.09
LONG34 7 6.48 2.62 3.80 5.68 11.18 [LONG34 7 5.29 1.38 2.67 5.27 6.87 | LONG34 7  12.15 5.03 6.62 10.69 22.21
LONG35 7 6.82 1.77 4.72 8.03 8.36 | LONG35 7 5.78 2.59 2.54 5.50 10.16 [LONG35 7 12.28 6.45 4.81 12.25 24.53
SER091 7 1.35 0.77 0.67 1.05 2.98 | SER091 7 1.13 0.50 0.47 1.42 1.70 | SERO91 7 2.21 1.10 0.94 2.36 3.77
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Anadlise Comparativa Geral

e as tabelas 3 a 5, a seguir, apresentam os resultados das andlises comparativas
para as medidas de interesse (didmetros e mucosas) entre os 3 grupos, os 2
periodos de gestacdo, as 2 regides de medida e os 5 cortes seccionais,
considerando todos os resultados, e depois apenas os de 18,5 dias e de 19,5

dias, respectivamente.
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Tabela 3- Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdes das medidas

entre grupos, periodos de gestacio, regides de medida e cortes seccionais.

Comparacoes D1* D2* Mucosa* M Circular* M Longitud.*  Serosa*
Grupos Fo=1053 Fou=471 Fo=1082 Fo5=26.73 Fox=2184 Foy=1597
(C, S, G) p<0.001* p=0.015° p<0.001 © p<0.001 " p<0.001" p<0.001’
Periodos de Gestacdo  F(;35=0.06  F(33=12.90  F35=0.33 F(1.38=2.06 Fu38=3.18  F(35=106.4
(18,5 dias e 19,5 dias) p=0.800 p<0.001 ¢ p=0.570 p=0.160 p=0.083 p<0.001 *
Interacdo Grupo vs Fo38=0.31  F33=0.09  Fp33=2.58  Fp35=1.06 Fo38=4.26  F38=1.73
Gestagdo p=0.735 p=0916  p=0.089  p=0.358 p=0.021"  p=0.191
Regides Medidas F.38=2.07 F(1.35=0.01 F(138=0.11 F(138=0.10
(%h e 3h) p=0.158 p=0.956 p=0.738 p=0.758
Interacio Regido vs Fo3=1.16  Fp35=1.60  F33=0.59  F(35=2.33
Grupo p=0.324 p=0.215 p=0.562 p=0.111
Interacdo Regido vs Fu38=2.31  F(33=0.04 Fa38=0.34  F3s=1.33
Gestagdo p=0.137 p=0.839 p=0.560 p=0.256
Cortes Seccionais Fu152=0.78  Fu,152=1.33 Fu152=1.22 F,5,=0.31 Fu,52=0.48 Fu415=1.49
(LIL 1L IV e V) p=0.540 p=0.262 p=0.305 p=0.871 p=0.747 p=0.209
Interacdo Seccio vs  Fs152=0.46  Fgis2=1.14  Fg15=0.68 Fg150=2.49  Fgi152=1.39  F152=0.26
Grupo p=0.881 p=0.340 p=0712  p=0.014¢ p=0.204 p=0.978
Interacdo Seccio vs  Fui52=2.42  Fu15=3.00  Fu150=0.59 Fu150=3.72  Fui52=149  Fu5,=1.00
Gestagao p=0.051 p=0.020 ¢ p=0.673 p=0.006" p=0.207 p=0.407
Interagdo Regido vs N . Fu152=1.01  Fui5=1.21  Fy152=0.10  F4152=0.65
Secgiio p=0.404 p=0.310 p=0.984 p=0.627

* varidveis transformadas em logaritmo (log;o) devido a auséncia de distribui¢do Normal.

(a) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq; SHAM = Gastrosq.
(em todos os cortes seccionais). (b) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq
(apenas nas seccdes II, IV e V); SHAM # Gastrosq. (apenas na sec¢do V). (¢) comparagdes entre Dias
(teste de Tukey; p<0.05): “18,5 dias” # “19,5 dias” (em todos os cortes seccionais). (d) comparacdes entre
Seccdes (teste de Perfil): Para 18.5 dias: Seccdo I # Secgado II (p=0.032); Para 19.5 dias: Nenhuma diferenca
significativa. (e) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas
seccdes I (9h), I (Oh e 3h), IIT (9h), IV (9h) e V (9h e 3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas secgdes 11
(%h e 3h), IIT (9h e 3h), IV (3h) e V (9h e 3h)). (f) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05):
Controle # Gastrosq (apenas nas secgdes I (9h e 3h), II (h e 3h), IIT (3h), IV (3h) e V (3h)); SHAM =
Gastrosq. (em todas as seccdes (I a V) e regides (9h e 3h)); Controle # SHAM (apenas nas sec¢des IV (3h) e
V (%h e 3h)). (g) comparacdes entre Seccdes (teste de Perfil): Para Grupo “C”: Seccdo I # Secgdo III
(p=0.010); Seccao I # Seccdo V (p=0.028); Para Grupo “S”: Nenhuma diferenca significativa; Grupo “G”:
Nenhuma diferencga significativa. (h) comparagdes entre Seccdes (teste de Perfil): Para 18.5 dias: Seccdo I #
Seccdo IV (p=0.011); Para 19,5 dias: Nenhuma diferenca significativa. (i) comparac¢des entre Grupos (teste de
Tukey; p<0.05): Para 18,5 dias: Controle # Gastrosq (apenas na seccdo III (3h)); SHAM # Gastrosq. (apenas
nas seccdes II (9h), III (3h) e IV (9h e 3h)). Para 19.5 dias: Controle # Gastrosq (apenas nas sec¢des I (9h), 1T
(9h), III (3h) e IV (3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas sec¢des I (h), IT (9h e 3h), III (9h e 3h), IV (Oh e 3h)
e V (9h e 3h)). (j) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas
seccdes I (9h e 3h), IT (3h), III (3h), IV (3h) e V (%h e 3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas seccdes |
(%9h e 3h), IT (3h), IIT (Sh e 3h), IV (3h) e V (9h e 3h)). (k) comparagdes entre Dias (teste de Tukey; p<0.05):
“18,5 dias” # “19,5 dias” (em todas as seccdes (I a V) e regides (Sh e 3h)).
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Tabela 4- Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdes das medidas

entre grupos, regides de medida e cortes seccionais (18,5 dias).

Comparacoes D1* D2* Mucosa* M Circular* M Longitud.*  Serosa*
Grupos F020=529 Fpo=2.64 Fpon=1.54 Fp=14.68 Fu0=5.57 Fp0=10.87
(C, S, G) p=0.014"* p=0.096 p=0.238 p<0.001° p=0.012¢ p<0.001 ©
Regidoes Medidas F120=0.01  F(20=0.07 F120=0.18  F(20=3.68
(%h e 3h) p=0.945 p=0.791 p=0.673 p=0.070
Interagiio Regido Fo20=246  Fo20=0.03  Fpa0=1.23  Foan=1.04
vs Grupo p=0.111 p=0.974 p=0.313 p=0.372
Cortes
Seccionais Fuso=1.71  Fus0=247 Fuso=144 Fus=273  Fuso=1.53  Fusn=1.29
LI IV e V) p=0.156 p=0.052 p=0.227  p=0.035° p=0.208 p=0.282
Interagdo Sec¢io Fs80=0.72  F30=0.68  F530=0.56 Fs0=1.27 Fis30=1.06  F530=0.43
vs Grupo p=0.677 p=0.711 p=0.808 p=0.271 p=0.397 p=0.890
Interagdo Regido Fuso=0.75  Fug=1.95  Fusn=0.78  Fug=1.89
vs Secgdo p=0.558 p=0.111 p=0.535 p=0.128

* varidveis transformadas em logaritmo (log;,) devido a auséncia de distribui¢do Normal.

(a) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas secgdes I, IIl e V);

SHAM = Gastrosq. (apenas nas sec¢des I e IV). (b) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05):
Controle # Gastrosq (apenas nas seccdes I (9h e 3h), IT (9h e 3h), III (h e 3h), IV (3h) e V (3h)); SHAM =

Gastrosq. (em todas as secgdes (I a V) e regides (9h e 3h)). (¢) comparacdes entre Seccdes (teste de Perfil):

Seccdo I # Secgdo IV (p=0.011). (d) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq
(apenas na secc¢do III (3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas secg¢des II (9h), IIT (3h) e IV (9h e 3h)).

(e) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas sec¢des I (3h), II

(3h) e V (9h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas seccoes I (3h), IV (3h) e V (9h e 3h)).
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Tabela 5- Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdes das medidas

entre grupos, regides de medida e cortes seccionais (19,5 dias).

Comparacdes DI* D2* Mucosa* M Circular®* M Longitud.* Serosa*
Grupos F,15=6.66  F15=2.18 Fp15=11.23 F15=13.30 F5=15.55 F,15=7.80
(C.S,G) p=0.007 * p=0.142 p<0.001° p<0.001 ° p<0.001 ¢ p=0.004 °
Regides Medidas F.18=3.16  F(,5=0.01 Fi,15=0.21  F,5=0.19
(%h e 3h) - p=0.092 p=0.935 p=0.649 p=0.667
Interacio Regido Fo20=1.22  Fpa0=1.78  Fp20=0.61  Fa0=142
vs Grupo - p=0.319 p=0.197 p=0.552 p=0.268
Cortes Seccionais ~ F4.72=1.69 Fu72=1.40 F472=0.36 Fu7=1.36 F(47,=0.56 Fu=1.18
LILIOLIVe V) p=0.173 p=0.248 p=0.823 p=0.256 p=0.694 p=0.326
Interacdo Sec¢do Fs72=0.84  Fg)=147 Fg72=091  Fgn)=1.85 F72=0.98  Fg7)=0.14
vs Grupo p=0.558 p=0.194 p=0.510 p=0.081 p=0.458 p=0.996
Interagio Regido Fu=1.01  Fu7,=0.31 Fu72=0.87  F72=0.51
vs Secgdo - p=0.409 p=0.824 p=0.485 p=0.732

* varidveis transformadas em logaritmo (log;o) devido a auséncia de distribui¢do Normal.

(a) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (em todas as sec¢des); SHAM =

Gastrosq. (apenas nas seccdes II, III, IV e V). (b) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05):
Controle # Gastrosq (apenas nas secgdes I (9h e 3h), II (9h e 3h), III (3h), IV (3h) e V (%9h e 3h)); SHAM =
Gastrosq. (apenas nas secgdes I (3h), II (9h e 3h), IIT (3h), IV (3h) e V (3h)). (¢) comparagdes entre Grupos

(teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas na seccdo IV (3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas
seccdes I (3h), IT (Sh e 3h), IIT (3h), IV (9h e 3h) e V (9h e 3h)); Controle # SHAM (apenas nas sec¢des IV

(3h) e V (%9h e 3h)). (d) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas

seccdes I (9h), IT (9h), III (3h) e IV (3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas sec¢des I (9h), II (9h e 3h), III (Sh e

3h), IV (9h e 3h) e V (9h e 3h)). (e) comparacSes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq

(apenas nas secc¢des II (3h), III (3h) e V (3h)); SHAM = Gastrosq. (apenas nas sec¢des II (3h), III (9h e 3h),

IV (3h) e V (3h)).
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Programa Computacional:
Para andlise estatistica foi utilizado o seguinte programa computacional:
e The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao 6.12.

SAS Institute Inc, 1989-1996, Cary, NC, USA.

Anadlise Descritiva Geral (Apds Jungao de 9h e 3h)

e as tabelas 6 e 7, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas das varidveis
para 18,5 dias e 19,5 dias de gestacdo, apds a juncdo das medidas de Sh e 3h

numa so.
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Tabela 6- Anélise descritiva das varidveis por grupo — 18,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”
VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX | VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
MUCOS1 8 28.06 6.94 13.25 29.46 36.67 |MUCOS1 7 28.46 6.79 16.64 28.24 39.86 [MUCOS1 8 32.85 9.03 19.44 33.66 43.00
MUCOS2 8 28.16 7.62 19.39 26.19 43.72 [MUCOs2 7 26.01 3.72 20.95 25.84 31.17 |Mucos2 8 33.72 8.79 21.23 33.44 44.80
MUCOS3 8 26.61 5.65 15.96 27.96 35.27 [MUCOS3 7 26.46 5.31 19.62 24.12 33.41 |MUCOS3 8 32.63 13.47 19.16 31.44 60.90
MUCOS4 8 26.50 3.27 22.98 25.27 32.51 [MUCOS4 7 26.33 2.71 21.68 26.66 29.76 |MUCOS4 8 31.49 12.80 17.26 30.52 51.30
MUCOS5 8 24.50 5.03 16.55 24.28 33.78 [MUCOS5 7 23.22 2.00 20.50 22.63 26.42 |MUCOS5 8 34.32 14.78 19.94 31.08 56.70
CIRCS1 8 10.50 1.73 8.70 10.13 13.92 |CIRCS1 7 11.01 1.40 8.98 11.14 12.71 |CIRCS1 8 18.23 6.25 12.73 15.73 30.32
CIRCS2 8 11.01 2.70 8.13 10.44 17.19 |CIRCS2 7 9.77 1.33 8.16 9.85 12.23 |CIRCS2 8 17.50 4.98 12.08 16.54 24.46
CIRCS3 8 11.13 1.63 9.12 10.90 14.63 |CIRCS3 7 9.8l 1.30 8.48 9.42 12.21 |CIRCS3 8 15.47 3.92 10.37 16.07 20.27
CIRCS4 8 10.49 1.20 8.59 10.94 11.73 |CIRCS4 7 9.54 1.81 7.09 8.87 11.94 |CIRCS4 8 14.89 3.90 9.37 13.41 20.95
CIRCSS 8 10.92 2.08 7.92 10.89 14.02 |CIRCS5S 7 9.61 1.65 7.18 10.06 11.20 |CIRCS5 8 15.83 4.89 10.71 14.46 25.25
LONGS1 8 8.27 0.92 7.46 7.84 9.95 |LONGS1 7 8.30 1.39 6.91 7.61 10.76 |LONGS1 8 10.11 3.03 5.03 10.42 14.19
LONGS2 8 7.96 1.57 5.15 8.10 10.75 |LONGS2 7 6.95 1.02 6.02 6.71 8.40 |LONGS2 8 10.50 3.02 7.12 9.99 15.47
LONGS3 8 8.32 0.80 7.27 8.65 9.23 |LONGS3 7 7.76 1.33 5.68 7.84 9.60 |LONGS3 8 12.04 3.88 6.14 13.62 16.58
LONGS4 8 8.04 1.17 6.83 7.84 10.46 |LONGS4 7 7.24 1.07 5.94 7.37 9.30 |LONGS4 8 11.33 3.67 5.85 10.77 17.24
LONGS5 8 8.12 1.43 6.17 7.73 10.08 |LONGS5 7 7.53 1.60 5.06 7.30 10.22 |LONGS5 8 9.49 3.38 3.65 8.78 14.56
SEROS1 8 2.52 0.39 2.03 2.50 3.37 |SEROS1 7 2.72 0.37 2.26 2.70 3.28 |SEROSl 8 3.63 0.75 2.73 3.59 5.08
SEROS2 8 2.50 0.89 1.80 2.18 4.43 | SEROS2 7 2.55 0.85 1.72 2.22 4.14 | SEROS2 8 3.60 1.18 2.18 3.47  6.13
SEROS3 8 2.55 0.63 1.60 2.60 3.60 | SEROS3 7 2.68 0.64 2.03 2.44 3.75 |SEROS3 8 3.12 0.79 2.41 2.92 4.98
SEROS4 8 2.59 0.78 1.80 2.54 4.12 | SEROS4 7 2.39 0.64 1.80 2.24 3.74 | SEROS4 8 3.34 0.79 2.26 3.44 4.31
SEROS5 8 2.24 0.38 1.46 2.29 2.60 | SEROS5 7 2.31 0.36 1.89 2.23 2.83 |SEROS5 8 3.21 0.57 2.11 3.23 4.03
,q- .. ., . .
Tabela 7- Anélise descritiva das varidveis por grupo — 19,5 dias.
GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”
VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
MUCOS1 7 21.76 4.71 13.08 21.30 28.01 |MUCOS1 7 24.84 4.13 18.91 25.34 30.96 |MUCOS1 7 38.97 17.92 23.12 32.01 65.99
MUCOS2 7 21.17 4.26 14.24 20.83 27.20 |MUCOS2 7 23.30 5.07 19.70 22.36 34.24 |MUCOS2 7 42.38 10.93 28.17 41.19 62.37
MUCOS3 7 23.17 6.35 18.32 21.48 36.21 |MUCOS3 7 22.26 5.83 16.35 21.35 34.47 |MUCOS3 7 36.44 9.52 21.22 39.55 46.57
MUCOS4 7 23.28 8.40 16.99 20.73 41.27 |MuUcos4 7 23.10 5.31 16.58 22.33 31.80 |MUCOS4 7 41.33 14.94 28.25 35.11 69.72
MUCOS5 7 22.35 6.67 12.83 21.03 34.34 |MUCOS5 7 23.37 4.92 16.37 23.86 31.40 |MUCOS5 7 36.23 7.62 22.98 36.04 47.88
CIRCS1 7 11.87 3.50 7.01 12.84 16.32 |CIRCSl 7 10.20 2.47 6.63 10.99 13.35 |CIRCS1 7 17.28 4.73 9.62 18.33 23.86
CIRCS2 7 12.45 2.45 8.41 12.52 15.36 |CIRCS2 7 10.03 0.87 8.89 9.67 11.20 |CIRCS2 7 17.21 5.62 12.04 16.17 28.67
CIRCS3 7 14.15 2.00 10.62 14.68 16.43 |CIRCS3 7 10.35 1.55 8.81 10.22 13.40 |CIRCS3 7 17.37 4.60 8.98 17.65 23.19
CIRCS4 7 13.58 1.47 11.06 13.96 15.68 |CIRCS4 7 9.48 2.07 7.02 8.84 11.97 | CIRCS4 7 18.96 4.41 13.95 18.84 27.42
CIRCSS 7 14.08 2.52 10.46 14.33 16.92 |CIRCS5 7 9.66 2.44 6.45 9.40 13.57 | CIRCSS 7 17.10 3.27 12.30 17.77 21.40
LONGS1 7 6.26 1.69 4.48 5.76 8.77 |LONGS1 7 6.53 3.01 3.59 5.31 11.93 |LONGS1 7 13.85 7.12 6.44 10.53 24.45
LONGS2 7 7.48 1.69 5.31 6.77 10.30 |LONGS2 7 5.49 1.47 3.53 5.45 8.01 | LONGS2 7 14.28 6.44 7.55 13.75 26.47
LONGS3 7 6.97 1.44 5.11 6.44 9.70 |LONGS3 7 5.30 1.29 4.03 4.72 7.65 |LONGS3 7 12.54 4.27 8.03 13.01 18.15
LONGS4 7 7.07 1.74 5.05 6.13 9.62 |LONGS4 7 5.33 1.42 3.97 4.65 8.08 |LONGS4 7 11.25 3.13 6.61 11.19 16.06
LONGSS 7 7.65 2.17 5.00 7.22 11.13 |LONGS5 7 5.63 1.93 3.39 5.32 8.99 |LONGS5 7 12.34 5.49 6.65 10.70 21.49
SEROS1 7 1.30 0.36 0.81 1.18 1.96 [SEROS1 7 1.14 0.31 0.76 1.23 1.49 |[SEROS1 7 2.31 1.37 1.00 1.71 4.25
SEROS2 7 1.15 0.16 0.94 1.14 1.44 [SEROS2 7 1.09 0.31 0.71 1.04 1.52 [SEROS2 7 1.99 0.63 1.44 1.72  3.17
SEROS3 7 1.14 0.25 0.81 1.14 1.52 [SEROS3 7 1.01 0.23 0.8l 1.00 1.47 |[SEROS3 7 1.93 0.74 1.18 1.69 3.10
SEROS4 7 1.15 0.40 0.67 1.27 1.72 [SEROS4 7 1.02 0.47 0.57 0.90 1.85 [SEROS4 7 2.09 1.30 1.00 1.76 4.25
SEROS5 7 1.20 0.33 0.8l 1.18 1.80 [SEROS5 7 1.23 0.53 0.66 1.05 2.12 [SEROS5 7 2.14 1.24 1.00 1.72 4.54
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ANEXO 2

De: Camara de Pesquisa — Servico de Estatistica — FCM — Unicamp
Para: Willy Marcus Gomes Franga / Dr Lourenco Sbragia — Cirurgia
Data: 14 de setembro de 2005.

Avaliacao macroscopica e histologica dos plexos mioentéricos de intestinos de fetos de
ratas Sprague-Dawley submetidos a gastrosquise experimental intra-titero em

diferentes idades gestacionais.
Resultados (continuacio — parte II):
Analise Descritiva Geral — Morfologia

e as tabelas 8 € 9, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas das variaveis

para 18,5 dias e 19,5 dias de gestacdo para caracterizacdo dos grupos.
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Tabela 8- Anélise descritiva das varidveis por grupo — 18,5 dias.

GRUPO “CONTROLE”

GRUPO “SHAM”

GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D. MIN  MEDIANA MAX
PESOCORP 8 5.65 0.59 4.66 5.64 6.30 | PESOCORP 7 5.91 0.26 5.41 6.01 6.14 | PESOCORP 8 5.54 0.68 4.43 5.79 6.25
PESOINT 8 0.22 0.03 0.19 0.22 0.27 |PESOINT 7 0.21 0.03 0.17 0.21 0.26 |PESOINT 8 0.31 0.07 0.24 0.31 0.43
COMPINT 8 211.00 17.24 194.00 207.00 240.00 |COMPINT 7 200.29 23.04 156.00 204.00 230.00 |COMPINT 8 139.88 30.17 82.00 151.50 168.00
PINTFETO 8 3.96 0.23 3.61 3.95 4.32 | PINTFETO 7 3.59  0.51 2.71 3.62 4.39 | PINTFETO 8 5.64 0.87 4.08 5.53 6.93
PESOCOMP 8 1.06 0.12 0.87 1.06 1.23 | PESOCOMP 7 1.07 0.17 0.79 1.07 1.32 | PESOCOMP 8 2.33  0.67 1.45 2.39 3.04
Tabela 9- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 19,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D. MIN  MEDIANA MAX
PESOCORP 7 6.02  0.30 5.64 6.02 6.44 | PESOCORP 7 5.81 0.96 4.37 5.78 7.24 | PESOCORP 7 5.89  0.44 5.54 5.72 6.60
PESOINT 7 0.24 0.01 0.22 0.24 0.26 |PESOINT 7 0.24 0.04 0.16 0.24 0.28 |PESOINT 7 0.29 0.06 0.23 0.29 0.42
COMPINT 7 236.00 17.77 210.00 232.00 267.00 |COMPINT 7 235.00 24.39 193.00 233.00 263.00 |COMPINT 7 162.43 16.54 140.00 160.00 184.00
PINTFETO 7 4.00 0.24 3.82 3.94 4.51 |PINTFETO 7 4.09 0.32 3.56 4.04 4.40 | PINTFETO 7 5.02 1.18 4.11 4.65 7.60
PESOCOMP 7 1.02  0.06 0.97 1.00 1.14 | PESOCOMP 7 1.01 0.10 0.81 1.01 1.13 | PESOCOMP 7 1.86 0.58 1.31 1.71 3.01




Andlise Comparativa Geral — Morfologia

e atabela 10, a seguir, apresenta os resultados das andlises comparativas para
as medidas da morfologia entre os 3 grupos e os 2 periodos de gestacdo,
considerando todos os resultados, tanto os de 18,5 dias como os de 19,5 dias

de gestacdo, através do uso da Andlise de Varidncia para 2 fatores

(ANOVA Two-Way).

Tabela 10- Resultados da ANOVA para 2 fatores para comparacdes das medidas entre 3

grupos e 2 periodos de gestacao.

Peso Int/ Peso Int/
Comparacoes Peso Corp* Peso Intest* Comp Intest*
Peso Feto* Comp Int
Grupos F35=0.23  Fp35=14.18  Fp35=38.98  F(33=26.18 F(235=56.59
(C, S, G) p=0.793 p<0.001* p<0.001° p<0.001 ¢ p<0.001 ©
Periodos de Gestacio F38=1.25 F(138=0.77 F(38=12.43 F(138=0.04 F38=3.12
(18,5 dias e 19,5 dias) p=0.271 p=0.386 p=0.001 ¢ p=0.850 p=0.085
Interagdo F2.38=0.97 F235=1.08 F235=0.18 F235=3.66 F2.38=1.09
Grupo vs Gestacio p=0.389 p=0.350 p=0.833 p=0.035¢ p=0.347

* varidveis transformadas em logaritmo (log;,) devido a auséncia de distribui¢do Normal.

(a) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq; SHAM = Gastrosq.
(em ambos os dias). (b) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq; SHAM =
Gastrosq. (em ambos os dias). (¢) comparagdes entre Dias (teste de Tukey; p<0.05): “18,5 dias” # “19,5 dias”
(em todos os grupos). (d) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Para
Gastrosq; SHAM # Gastrosq. Para
Dias (teste de Tukey; p<0.05): Grupo C: Sem diferenca significativa; Grupo S: “18,5 dias” # “19,5 dias”;
Grupo G: Sem diferenca significativa. (e) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle #

Gastrosq; SHAM = Gastrosq. (em ambos os dias).

18.5 dias: Controle #

19,5 dias: Controle # Gastrosq; SHAM # Gastrosq. Comparagdes entre
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ANEXO 3

De: Camara de Pesquisa — Servico de Estatistica — FCM — Unicamp
Para: Willy Marcus Gomes Francga / Dr Lourenco Sbragia — Cirurgia
Data: 20 de abril de 2006.

Avaliacao macroscopica e histologica dos plexos mioentéricos de intestinos
de fetos de ratas Sprague-Dawley submetidos a gastrosquise experimental intra-titero

em diferentes idades gestacionais.
Resultados (continuacio — parte III):
Analise Descritiva Geral (Espessura Total da Parede)

e as tabelas 11 e 12, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas das
varidveis para 18,5 dias e 19,5 dias de gestacdo para caracterizacdo dos

grupos.
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Tabela 11- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 18,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
TOT91 8 48.53 10.69 32.83 46.26 71.33 |TOT91 7 51.25 12.15 34.38 52.23 70.90 |TOT91 8 70.20 21.08 45.48 70.44 102.64
TOT92 8 48.67 15.71 35.92 44.04 85.43 |TOT92 7 43.20 6.29 35.84 42.37 55.13 |TOT92 8 62.24 16.93 44.31 62.10 83.26
TOT93 8 47.85 9.22 32.44 50.07 58.99 |TOT93 7 46.52 5.41 39.61 46.07 53.65 |TOT93 8 64.14 18.78 37.90 68.98 87.38
TOT94 8 44.82 6.45 34.14 43.94 54.96 |TOT94 7 46.18 9.99 37.11 44.53 67.26 |TOT94 8 60.63 17.92 39.74 54.14 87.33
TOT95 8 46.90 11.22 36.26 44.73 69.41 |TOT95 7 43.52 3.55 37.83 43.05 48.42 |TOT95 8 65.17 22.91 37.44 57.86 102.93
TOT31 8 50.14 9.83 31.46 53.78 62.12 | TOT31 7 49.72 7.20 37.88 49.58 59.94 |TOT31 8 59.43 14.98 33.79 58.93 80.49
TOT32 8 50.60 8.95 40.09 50.35 66.73 |TOT32 7 47.35 4.19 38.40 48.88 50.59 |TOT32 8 68.40 18.31 39.63 65.74  91.44
TOT33 8 49.38 8.32 37.96 47.35 66.43 |TOT33 7 46.89 8.43 38.91 44.71 62.40 | TOT33 8 62.37 24.12 38.71 57.27 112.18
TOT34 8 50.40 7.05 41.74 49.91 59.98 |TOT34 7 44.79 8.01 33.75 43.12 59.13 |TOT34 8 61.48 20.68 41.17 57.76  95.47
TOT35 8 44.66 7.01 37.40 43.71 58.95 |TOT35 7 41.83 6.81 29.45 43.74 49.39 |TOT35 8 60.55 22.58 32.67 52.72  96.40
TOT9 8 47.35 9.61 34.32 45.14 67.22 | TOT9 7 46.13 5.36 38.12 47.24 53.66 |TOT9 8 64.47 16.70 44.22 61.59 86.03
TOT3 8 49.03 5.00 40.84 48.78 56.68 |TOT3 7 46.12 4.02 39.24 45.58 52.05 |TOT3 8 62.44 17.76 39.83 62.35 89.35
TOT 8 48.19 7.13 37.58 46.54 61.95 | TOT 7 46.13 4.51 38.68 46.54 51.40 |TOT 8 63.46 16.54 42.03 63.67 86.00

Tabela 12- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 19,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
TOT91 7 40.07 8.40 29.40 42.15 53.68 TOT91 7 44.11 6.54 33.02 46.09 52.00 TOT91 7 71.95 26.33 50.66 59.01 118.53
TOT92 7 41.42  6.44 28.93 42.28 49.79 |TOT92 7 42.36 7.19 32.42 41.08 51.59 |TOT92 7 73.10 21.22 45.83 69.92 112.87
TOT93 7 44.13 7.30 34.58 44.32 53.53 TOT93 7 40.30 7.45 29.86 38.02 49.78 TOT93 7 61.69 16.11 46.24 53.33 91.73
TOT94 7 43.78 9.03 30.94 44.07 55.88 TOT94 7 39.23 8.07 28.44 36.78 51.44 TOT94 7 64.74 26.93 42.59 54.31 120.41
TOT95 7 45.41 10.64 27.41 45.69 56.26 TOT95 7 39.18 9.23 30.17 34.68 52.56 TOT95 7 65.37 17.30 43.51 60.18 99.26
TOT31 7 42.30 9.68 24.73 40.68 56.50 TOT31 7 41.34 9.87 29.48 37.20 57.98 TOT31 7 72.89 23.74 50.67 60.51 106.73
TOT32 7 43.09 8.29 34.47 41.16 59.96 TOT32 7 37.47 8.20 28.54 34.45 53.88 TOT32 7 78.63 16.11 61.70 76.69 106.53
TOT33 7 46.73 12.18 37.10 43.14 72.90 TOT33 7 37.56 9.86 26.33 35.33 57.86 TOT33 7 74.87 23.38 48.25 70.09 121.23
TOT34 7 46.39 16.02 35.31 41.06 81.06 |TOT34 7 38.62 8.15 31.95 37.12 54.15 |TOT34 7 82.52 23.99 52.24 78.47 120.39
TOT35 7 45.16 9.07 32.12 44.88 61.48 |TOT35 7 40.61 7.10 28.58 40.07 51.30 |TOT35 7 70.25 12.32 45.79 73.18 83.19
TOT9 7 42.96 6.82 30.25 46.73 48.06 |TOT9 7 41.03 6.25 34.73 39.29 50.84 |TOT9 7 67.37 19.55 48.75 62.95 108.56
TOT3 7 44.73 10.40 33.65 41.66 66.38 |TOT3 7 39.12 7.31 31.09 37.00 53.66 |TOT3 7 75.83 16.43 54.73 68.79  97.51
TOT 7 43.85 7.36 31.95 43.53 56.71 | TOT 7 40.08 5.75 35.86 38.76 52.25 | TOT 7 71.60 16.17 51.74 65.65 101.54




Anadlise Comparativa Geral (Espessura Total da Parede)

e atabela 13, a seguir, apresenta os resultados das andlises comparativas para
a espessura total da parede entre os 3 grupos, os 2 periodos de gestagdo, as 2
regidoes de medida e os 5 cortes seccionais, considerando todos os

resultados, e depois apenas os de 18,5 dias e de 19,5 dias, respectivamente.
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Tabela 13- Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdes das medidas

entre grupos, periodos de gestacdo, regides de medida e cortes seccionais, €

apenas para 18,5 dias e 19,5 dias.

Comparacoes

Espessura Total*

Espessura Total*

(somente 18,5 dias)

Espessura Total*

(somente 19,5 dias)

Grupos
. S,6)

Periodos de Gestacido

(18,5 dias e 19,5 dias)

Interag¢do Grupo vs Gestacio

F(2’38)=23 53, p<0.001 a

F(1’38):O.52; p:O476

F(238=2.40; p=0.104

F220=5.43; p=0.013"

F(2’18)220.85; p<0.001 ¢

Regides Medidas

(%9h e 3h)
Interacdo Regido vs Grupo

Interac@o Regido vs Gestagdo

F(1,33=0.70; p=0.409

F(2’33)=O.89; p=04 18

F1,38=0.53; p=0.470

F(1,20)=0.01 5 p=091 8

F(Z’ZO)IO. 96, p=0400

F(1’18)=0.77; p=0391

F(z’lg): 1 54, p20242

Cortes Seccionais
ILIOLIVe V)
Interacdo Seccdo vs Grupo

Interacdo Seccdo vs Gestacio

F,152=1.42; p=0.230

F.152=1.48; p=0.167

F(4’]52)= 1 09, p=0365

F(4,80)=2.45; p=0053

F(8,80)=0-49; p=0858

F(4’72)=0. 16, p=0941

F(g"/z): 1.61 ) p=0 152

Interacdo Regido vs Seccgdo

Fu152=1.43; p=0.226

F(4,8())=1 71 5 p=0156

F(4’72)=1 07, p=0377

* varidvel transformada em logaritmo (log;) devido a auséncia de distribui¢do Normal.

(a) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq; SHAM =# Gastrosq.
(em todos os cortes seccionais). (b) comparacdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq
(apenas nas sec¢des I (9h) e II (3h)); SHAM # Gastrosq. (apenas nas sec¢des II (9h e 3h) e V (%h)).
(¢) comparagdes entre Grupos (teste de Tukey; p<0.05): Controle # Gastrosq (apenas nas sec¢des I (9h e 3h),

II (9h e 3h), III (9h e 3h), IV (3h) e V (9h e 3h)); SHAM = Gastrosq. (em todos os cortes seccionais).
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Anadlise Descritiva Geral (Apos Jungdo de 9h e 3h)

e as tabelas 14 e 15, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas das

varidveis para 18,5 dias e 19,5 dias de gestacdo, apds a juncdo das medidas

de 9h e 3h numa so.
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Tabela 14- Andlise descritiva das varidveis por grupo — 18,5 dias.

GRUPO

“CONTROLE"”

GRUPO “SHAM”

GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA  MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIin MEDIANA  MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIin MEDIANA  MAX
TOT1 8 49.34 9.11 32.15 50.79  63.21 TOT1 7 50.49 9.05 36.13  49.35 65.42 TOT1 8 64.81 16.40 42.72 65.51  84.59
TOT2 8 49.63 11.63 38.01 46.79 76.08 TOT2 7 45.27 4.21  39.92  44.52 52.86 TOT2 8 65.32 14.42  44.35 68.99 82.34
TOT3 8 48.61 7.69 35.20 48.49  62.71 TOT3 7 46.70 6.66 39.38 46.62 58.03 TOT3 8 63.25 20.20 39.03 66.19 99.78
TOT4 8 47.61 4.59  43.26 45.35 55.58 TOT4 7 45.49 5.61 37.97 44.64 54.73 TOT4 8 61.05 17.91  40.46 56.92  91.40
TOTS 8 45.78 7.04 37.16  45.13  55.21 TOT5 7 42.68 4.70 35.84  43.40  48.36 TOT5 8 62.86 21.38 41.65 54.86  99.67
Tabela 15- Anélise descritiva das varidveis por grupo — 19,5 dias.

GRUPO “CONTROLE” GRUPO “SHAM” GRUPO “GASTROSQUISE”

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA  MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA  MAX VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIANA  MAX
TOT1 7 41.19 7.63 27.07 41.91 50.76 TOT1 7 42.72 6.06 37.18 40.74 52.04 TOT1 7 72.42 24.59 52.26 58.87 110.89
TOT2 7 42.26 5.69 31.70 43.75 50.31 TOT2 7 39.92 6.30 33.43 38.16 52.73 TOT2 7 75.86 17.17 60.89 70.09 109.70
TOT3 7 45.43 7.46 36.88 46.61 58.76 TOT3 7 38.93 6.76 32.95 38.06 53.39 TOT3 7 68.28 14.79 47.25 67.28  86.01
TOT4 7 45.09 10.63  34.36  42.00 66.73 TOT4 7 38.93 6.94 30.74 38.06 52.79 TOT4 7 73.63 20.33 53.27  63.55 112.71
TOT5 7 45.28 8.74 29.76  45.28  56.97 TOT5 7 39.89 7.46 29.38 37.37 51.93 TOT5 7 67.81 13.96 44.65 66.98 89.88
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