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RESUMO



Introducio: Gastrosquise é o defeito congénito de fechamento da parede abdominal,
com herniagio das algas intestinais. O contato prolongado do intestino com o liquido
amni6tico promove alteragfes inflamatorias, acarretando imaturidade ¢ dismotilidade

intestinal; além do retardo de crescimento intra-uterino.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administragdo materna de
corticosteréide sobre o processo inflamatério intestinal de fetos de ratos com gastrosquise,

através da analise morfologica, histologica ¢ bioquimica.

Materiais ¢ Métodos: Utilizou-se o modelo experimental para a criagdo de gastrosquise
em fetos de ratas Spreague-Dowley aos 18,5 dias de gestagio (termo da gestagfio = 22 dias).
Dois grupos de fetos foram estudados: com e sem administragio materna de dexametasona.
Cada grupo foi composto por fetos submetidos a gastrosquise e seus respectivos controles.
Morfometria: Avaliou-se o peso fetal (PC), peso (PI) e comprimento intestinal (CI).
Histologia: Mediu-se o didmetro das algas intestinais (DI), espessura da mucosa e
submucosa (MU), das camadas musculares longitudinal (ML) e circular (MC) e serosa
(SE). Bioquimica: Incluiu dosagens intestinais de proteina e das citocinas: interleucina
(IL)-1, IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral-aifa ¢ interferon-gama. As diferengas entre 0s
Grupos e subgrupos foram testadas pelo método ANOVA, com valores significativos de
p<0,05.

Resultados: Morfometria: Fetos com gastrosquise tém PC e CI reduzidos e PI elevado
(p<0.005). No grupo onde houve administragdio de dexametasona observou-se redugio
significativa (p<0.005) do PC e PL Histologia: Fetos com gastrosquise apresentaram
DI aumentado em ambos os grupos (P<0.0001). As quatro camadas da parede intestinal:
MU, ML, MC ¢ SE apresentaram-se mais espessas nos fetos com gastrosquise.
Bioguimica: As dosagens de proteina intestinal estavam reduzidas nos fetos com
gastrosquise. A administragio de dexametasona elevou o conteido de proteina intestinal.
As dosagens de citocinas intestinais nfio mostraram diferencas significativas entre fetos do

mesmo grupo, tampouco em relagio 4 administragéo de corticosterdide.
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Conclusdes: Fetos de rato submetidos a gastrosquise experimental apresentaram
PC reduzido, que foi acentuado pela administragfio de dexametasona. O PI elevado e
CI reduzido dos fetos com gastrosquise podem refletir o intenso processo inflamatorio
intestinal intra-uterino, sendo que a administracio de dexametasona foi capaz de reduzir o
PI. A histologia demonstrou que o aumento do PI nos fetos com gastrosquise foi
relacionado ao aumento da espessura de todas as camadas da parede intestinal. As dosagens
de proteina intestinal, reduzidas nos fetos com gastrosquise, podem sugerir uma baixa taxa
de proliferagiio celular. A administragio de dexametasona reduziu o déficit de proteina
intestinal. N&io houve um padrio distinto de ativagio de citocinas intestinais para os fetos

cOm gastrosquise.

Resumo



ABSTRACT



Background: Gastroschisis is the congenital anomaly of the abdominal wall closure.
The eviscerated bowel is exposed to the ammiotic fluid, which leads to an intestinal
inflammatory reaction. The goal in the treatment of gastroschisis is to prevent intestinal
injury, as well as the motility, absorptive and infectious complications.

Purpose: The author evaluated the effects of maternal corticosteroid administration on the
intestines of rats submitted to fetal gastroschisis, through morphometrical, histological and
biochemical anatysis. '

Methods: A fetal gastroschisis rat model was used. Pregnant rats were submitted to surgery
on day 18.5 of pregnancy (term = 22 days). Two groups were assessed: with and without
maternal dexamethasone administration. Each group was composed by gastroschisis,
control and sham fetuses. Morphomeiry: Fetal body weight, intestinal weight and intestinal
length were assessed. Histology: Analysis involved measures of intestinal loop diameter,
total mtestinal wall, mucosal and submucosal, both circular and longitudinal muscles layers
and serosal thickness. Biochemics: The intestinal cytokine profile: IL-1, IL-6, IL-10,
tumor necrosis factor, gamma-interferon and protein content were assessed. Differences
between groups and subgroups were tested by the ANOVA method with a significant
p value <0.05.

Results: Dexamethasone promoted a decrease in all the morphometric data, except in the
intestinal length. There was a decreased intestinal protein content in gastroschisis fetuses.
Dexamethasone increased the intestinal protein content in gastroschisis, control and sham
fetuses. In both groups, all histological parameters were increased in gastroschisis fetuses
(p<0.0001). It could not be identified a particular profile of cytokine for gastroschisis
fetuses.

Conclusions: Rat fetuses submitied to experimental gastroschisis had decreased body
weight and increased intestinal weight. Histological analysis demonstrated that the
increased intestinal weight was related to an increased thickness of all intestinal wall layers
in gastroschisis fetuses. Dexamethasone triggered a substantial decrease in intestinal
weight, and increased the intestinal protein content in gastroschisis fetuses. It may be useful
in managing the intestinal damage in gastroschisis.

Abstract
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A primeira descricio de um defeito da parede abdominal anterior em fetos
humanos foi realizada pelo cirurgifo francés Ambroise Paré (1510-1590) (PUTNAN
& EMMENS, 1990). Em 1733, Calder nio deixou dividas ao relatar a ocorréncia de
hemiag@io do intestino delgado em feto natimorto com anatomia umbilical normal (GRAY
& SKANDALAKIS, 1972).

Gastrosquise, termo de origem grega que significa “abdome fendido®,
foi designado em 1953 (MOORE & STROKES). Por defini¢do, constitui o defeito de
fechamento da espessura total da parede abdominal, com herniagio das algas intestinais na
parte lateral direita do cordio umbilical (PUTNAN & EMMENS, 1990).

O fechamento das cavidades corporais do embrido ocorre através do
crescimento dos folbetos laterais, cranial e caudal, quando este possui aproximadamente
dois milimetros de comprimento. Os dpices desses folhetos encontram-se no meio da
parede abdominal anterior, e se fundem formando o umbigo (GRAY & SKANDALAKIS,
1972). A cavidade abdominal, durante a terceira e quarta semanas do desenvolvimento
fetal, cresce rapidamente, enquanto o saco vitelino nfio muda de dimensGes. Com isso,
a ampla comunicaggo do intestino primitivo com o saco vitelino é reduzida paulatinamente,
até que, na quinta semana, restringe-se apenas ao conduto dnfalo-mesentérico. Ocorre,
entdio, um abrupto crescimento do intestino médio, desproporcional ao desenvolvimento da
cavidade abdominal, causando a exteriorizacdo de grande parte do intestino através do
umbigo. Tal herniagdo fisiolégica permanece até a décima semana, quando a cavidade
abdominal ja4 se desenvolveu suficientemente para acomodar o retorno do intestino.
Deste momento aié a décima segunda semana, ocorre o processo de rotagfio e fixagfo
intestinal. A auséncia do retorno do intestino 4 cavidade abdominal explica, em parte,
a embriologia da gastrosquise.

DUHAMEL, em 1963, descreveu eventos criticos no fechamento da parede
abdominal do embrifo. O defeito relacionado ao fechamento do folheto cranial causa as
agenesias e deformidades da parede torécica e esterno. Quando o defeito acomete o folheto
caudal, o feto podera apresentar extrofia de bexiga ou cloaca. O ndo fechamento dos

folhetos laterais pode cursar com hérnia umbilical, onfalocele ou gastrosquise.

Introdugdo
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Mais recentemente, wma nova hipétese foi sugerida para explicar a génese do
defeito da parede abdominal na gastrosquise. Analisando-se a angiogénese fetal,
verificou-se que as artérias onfalo-mesentéricas originam-se de plexos oriundos da aorta
dorsal (HOYME et al, 1981). A artéria Onfalo-mesentérica esquerda desaparece mais
precocemente, porém o ramo direito persiste no embrifio. A por¢io proximal desse vaso da
origem 4 artéria mesentérica superior. A por¢do distal da artéria Onfalo-mesentérica direita
hernia fisiologicamente, acompanhando o intestino através do umbigo na oitava semana.
A ruptura da somatopleura para-umbilical, ao nivel da veia umbilical direita, durante tal
migracdo, permitiria a herniagdo do intestino, agora livre no LA (HOYME ef al., 1981).

A incidéncia da gastrosquise é de aproximadamente um neonato acometido para
cada 5.000 a 10.000 nascidos vivos, ndo apresentando heranga mendeliana (MORRISON
et al., 1998; STEIN et a.., 2004). Nos tltimos dez anos, devido ao uso cada vez maior de
tabaco e drogas ilicitas, a incidéncia de gastrosquise parece estar aumentando em alguns

paises (HUME et al., 1997; HAUSTEIN, 1999; SUITA e al.,2000).

Virios sdo os fatores pré-natais que parecem influenciar na evolugfo clinica dos
neonatos com gastrosquise. Entre eles destacam-se: idade materna, via de parto,
idade gestacional do aparecimento do defeito no feto, presenca de estresse fetal e o tipo de
corregdo cirtrgica pos-natal (MORETTI et al,1990; STRINGER et al, 1991;
CRAWFORD ef al, 1992; SIMMONS & GEORGESON, 1996; DUNN ef al, 1999;
MOORE et al., 1999). O aumento da espessura das algas intestinais, diminui¢do do fluxo
sangiiineo intestinal das algas expostas detectadas pelo ultrassom Doppler e presenca de
atresias associadas sio achados relacionados a uma pior evolugfo neonatal (ADRA e al.,
1996; ABUHAMAD et al., 1997; DEANS et al., 1999; FLEET & DE LA HUNT, 2000).

Portadores de gastrosquise geralmente sdo premahiros e possuem baixo peso ao
nascer (média de 2700 g) (CURRY et al, 2000). Durante muitos anos, os pacientes
portadores dessa afec¢do apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia, devido & inexisténcia
de tecursos de terapia intensiva neonatal e & precariedade das téenicas cirirgicas

empregadas em sua corre¢ao.
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Atualmente, a mortalidade dos neonatos portadores de gastrosquise em paises
desenvolvidos ¢ de cerca de 10% ¢ esté relacionada & presenca de atresia intestinal, volvo e
enterocolite necrosante (RINEHART ef al.,1999; SNYDER, 1999). Tal mortalidade &,
certamente, superior em pafses subdesenvolvidos. A associagio de anomalias
cromossomicas é baixa e sugere maior importincia dos fatores ambientais em sua génese.
Apesar da relativa baixa mortalidade, os portadores de gastrosquise apresentam
complicagdes em 45% dos casos. A alta morbidade esta relacionada, principalmente,
ao lento retorno da motilidade intestinal, que predispde a translocagfio bacteriana e sepse
(BLAKELOQCK er al.,1997). A necessidade de repetidas cirurgias € o tempo prolongado de
internagfio hospitalar agravam o quadro, colaborando com o aumento das taxas globais de

morbidade.

Nas dltimas décadas, a chance de sobrevivéncia dos neonatos portadores de
gastrosquise vem aumentando devido a trés fatores: a) criagdo de unidades de terapia
intensiva neonatal; b) desenvolvimento de avangos em nutriciio parenteral e; ¢) utilizagéo
de novas drogas anestésicas que possibilitaram uma melhor estabilidade hemodinimica e
respiratoria durante o ato cirtrgico (DRIVER ez ai.,2000).

Os primeiros esfor¢os para o fechamento primdrio do defeito de parede na
gastrosquise resultaram, na maioria das tentativas, em 6bito. Mortalidade esta, relacionada
3 insuficiéncia respiratéria e renal, além de desnutrigfio. Na década de 60, SCHUSTER
propds o uso de proteses para a correglo de defeitos abdominais. Apos a fixagio da prétese
4 aponeurose, realizavam-se compresstes progressivas desta, promovendo pressio sobre as
alcas herniadas ¢ acomodando-as lentamente de volta & cavidade abdominal. Apds um
determinado periodo, era possivel a retirada da prétese e o fechamento da parede abdominal
(SCHUSTER, 1967).

Baseados neste principio, ALLEN & WRENN idealizaram a utilizagdo de
protese de silicone em formato cilindrico (silo), que seria ordenhada progressivamente,
direcionando o contendo intestinal de volta & cavidade abdominal (ALLEN & WRENN,
1969).

Introducde
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O tratamento preconizado, atualmente, para os neonatos com gastrosquise € o
fechamento primdario do defeito (CANTY & COLLINS, 1983). No entanto, nos casos onde
existe uma despropor¢éio muito acentuada entre o volume das algas intestinais e a cavidade
abdominal, o fechamento primério pode acarretar grandes tramstornos respiratérios e
hemodinimicos. Pressbes intra-vesicais superiores a 20 mmHg ao fechamento abdominal
indicam um tratamento estadiado, utilizando-se o silo (SAUTER ef al., 1991; LACEY &
CARRIS, 1993).

O custo de um doente com gastrosquise depende do tempo de permanéncia
hospitalar. Em recente trabalho publicado, para um tempo médio de 47 dias de
hospitalizagic, o custo da internago, por paciente, nos Estados Unidos foi calculado em
montante ao redor de US$ 123.000,00 (SYDORAK er al., 2002). No Brasil ainda nfo ha
estudos semelhantes de andlises de custos.

A exposiciio das algas ao LA promove alteragSes funcionais, histologicas e
bioquimicas na parede intestinal de fetos com gastrosquise, as quais sdo as principais
causas da morbi-mortalidade neonatal (TIBBOEL et al., 1986; AMOURY et al., 1988;
SALEH ef al., 1993; BEALER et al., 1996). Tais alteragdes intestinais sdo conseqiientes ao
processo inflamatério iniciado tra-itero (OLDHAM et al., 1988; LANGER et al., 1989;
DILSIZ et al, 1999). Macroscopicamente, o intestino exposto apresenta-se espessado,
dilatado, encurtado e recoberto por camada de fibrina. As algas apresentam altera¢les
funcionais, como a perda da contratiidade, diminui¢do da atividade enzimatica das
vilosidades e alteracBes da sintese de colageno na regifio submucosa (SRINATAN er al,
1995; LANGER ef al., 1990).

Os modelos experimentais mais utilizados para o estudo da gastrosquise séo
fetos de galinhas (AKTUG et al.,1998), de ovelhas (LANGER, er al.,1990), de coelhas
(PHILLIPS et al.,1991; ALBERT et al., 2001) ¢, mais recentemente, de ratas (CORREIA
PINTO et al., 2001). O modelo de gastrosquise em ratas € vaniajoso por ser de babxo cusio,
o tempo de gestagdo é curto (por volta de 21,5 dias), ha maior disponibilidade de fetos por
gravidez (8 a 12 fetos), o indice de abortamento e de trabalho de parto prematuro € baixo e

os anticorpos para estudos de biologia molecular séo disponiveis no mercado.
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De forma geral, nos modelos experimentais, o defeito é criado no final da
gestagfio. Entretanto, em humanos, a gastrosquise ocorre ao redor da décima semana de

gestagdo, quando a herniagdo fisiologica do intestino deve desaparecer.

LANGER et al. (1989), na tentativa experimental de explicar a lesdo intestinal
na gastrosquise, sugeriram que a compressdo exercida pelo orificio da parede abdominal
sobre 0 mesentério € um fator importante na génese da lesdio intestinal. Entretanto,
outros estudos mostraram que a criagio de defeitos de parede abdominal com diferentes
dimensdes de orificios nfo alteraram as lesdes do intestino extruso (ALBERT er al., 2001).
Em estudos subseqiientes, ficou comprovado que o contato com o LA € o principal fator
causal do processo inflamatério intestinal, ao invés da compressdio exercida pelo orificio da
parede abdominal (ALBERT ef al., 1993, 2001, 2003; KLUCK et al., 1993; GUO et al.,
1995; CORREIA-PINTO er al, 2001, 2002). As alteragdes morfologicas e histolégicas
intestinais na gastrosquise ocomrem, principalmente, no Wltimo trimestre de gestagéo
(LANGER et al., 1989; SHAW et al., 1994). TIBBOEL ez al. (1986) observaram auséncia
de serosite na gastrosquise humana antes da trigésima semana de gestagdo. No ultimo
trimestre, 0 LA humano sofre modificacBes em sua composi¢dio relacionadas & maturagéo
da fun¢fio renal fetal. Niveis de uréia, creatinina e mecOnio aumentam, enquanto a
osmolaridade e os niveis de s6dio diminuem. Experimentos em ratos e coclhos sugerem que
a presenca de mecdnio no LA tem relagfio positiva com a inflamagdo intestinal, enquanto
que a urina nfio foi capaz de desencadear tal lesio (CORREIA-PINTO er al., 2002;
ALBERT ef al., 2003). Por conta dessas alteracOes teciduais locais, o intestino € mais
susceptivel & ocorréncia de fendmenos de translocagdo bacteriana, fleo paralitico ¢
desenvolvimento de enterocolite necrosante (MORRISON er al., 1998; GOMEZ ef al.,
1998).

Modelos experimentais também demonstraram a importancia do LA no
desenvolvimento intestinal e soméatico fetal (MULVHILL ef al., 1985). Fetos com
anomalias do trato digestivo como as atresias € a gastrosquise, que apresentam diminuigéo
do comprimento do intestino, cursam com restrigdo de crescimento intra-tero (RCIU)

(BLAKELOCK et al., 1997).
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RCIU ¢ uma manifestagfio freqiiente dos fetos portadores de gastrosquise
(FRIES et al., 1993), cujo mecanismo nfio estd completamente esclarecido, pois pode ser
resultante primariamente da gastrosquise ou entdo de fatores outros que nfo o proprio
defeito (BLAKELOCK et al, 1997). Em estudo prévio, realizado em nossa instituicio,
evidenciamos que o RCIU estd diretamente relacionado a  gastrosquise

(FRANCHI-TEIXEIRA ef al., 2005).

A prevengdo ou redugfio da lesdio inflamatéria intestinal tem sido o alvo recente
na pesquisa do tratamento da gastrosquise. A administracio experimental de
" corticosteréides demonstrou, além das acdes anti-inflamatorias, efeitos favoraveis sobre o

desenvolvimento pulmonar e intestinal fetal (JOBE & SOLL, 2004; YU et al., 2004).

Entretanto, pouco tem sido esclarecido sobre os eventos iniciais,

agentes causais ¢ mediadores da resposta inflamatdria intestinal na gastrosquise.
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2.1- Resposta Inflamatéria

O processo inflamatério agudo & a resposta precoce do organismo 2 infecgdo,
lesdio imune ou toxica tecidual Uma de suas principais fungdes ¢ recrutar céhulas
inflamatérias ao local da lesdo, onde poderdo auxiliar na erradicagdo dos agentes nOCIvVOs,
além de degradarem o tecido necrbtico resultante do dano celular. A inflamacg&o,
por natureza, € essencialmente uma resposta protetora, que objetiva a dilui¢do, isolamento
ou destruigio do fator agressor; bem como desencadear os eventos de cura e reconstituicdo
dos tecidos danificados. Durante a fase de reparo, as estruturas danificadas s&o substituidas
por regeneragdo das células nativas ¢ tecido fibroblastico. Entretanto, as células
inflamat6rias também podem apresentar efeitos deletérios, prolongando a inflamacio e
induzindo lesdo tecidual. Tal efeito ocorre através da liberagio de enzimas, radicais toXicos
do oxigénio e mediadores quimicos, como as citocinas. Outro possivel efeito deletério estd
relacionado ao processo cicatricial, que pode causar prejuizos funcionais ao tecido afetado

(ABBAS & LICHTMAN, 2004).

Fase Aguda: Por definicdo, a fase aguda da resposta inflamatéria € breve,
apresentando trés componentes principais: (1) vasodilatagfio: aumento do calibre vascular,
propiciando o aumento local do fluxo sanguineo e responsavel pelo eritema e aumento da
temperatura local; (2) aumento da permeabilidade vascular, permitindo que fluidos e
proteinas plasméticas deixem a circulagdo; causando o exudato responsavel pelo edema e
(3) emigracfio de leucocitos da microcirculagdo para o foco da lesfio. Os leucécitos, através
de integrinas em sua superficie, ligam-se a moléculas de adesio na superficie endotelial;
como as ICAM-1 (molécula de adesdo inter-celular 1) e VCAM —1 (molécula de adesdo da
célula vascular-1). As integrinas sdo glicoprotefnas localizadas na membrana dos leucdcitos
e tém a capacidade de se ligarem s moléculas de adesdo do endotélio, quando ativadas por
agentes quimiotaxicos. Apés a adesdo, os leucdeitos migram enire as céhilas endoteliais,
ao longo da jungfio inter-celular ¢ através da membrana basal (diapedese).

Apbs a emigragdio, os leucocitos se direcionam ao local da lesfo através de
gradiente quimico, processo este denominado quimiotaxia. Fatores enddgenos ¢ exdgenos
podem exercer agio quimiotéxica sobre 0s leucécitos, incluindo: (1) produtos bacterianos

soldveis, como lipopolisacarideos; (2) componentes do sistema complemento; (3) produtos

Revisdo da Literatura
27



do metabolismo do 4cido araquidénico e (4) citocinas. Os agentes quimiotéxicos se ligam a
receptores especificos na superficie dos leucocitos, induzindo elevagdo dos niveis
intra-celulares de calcio. As concentragdes aumentadas de cilcio no citosol ativam
elementos contrateis do citoesqueleto celular, permitindo o movimento através dos
pseudépodes. A diregdo de tal movimento €, provavelmente, determinada pela maior
concentracio de agentes quimiotixicos naquele lado da célula. Além da locomogdo,
os agentes quimiotaxicos também induzem outras respostas nos leucéeitos, denominadas
ativagio leucocitaria. Uma vez ativados, os leucocitos apresentam degranulagdio ¢ secregio

de enzimas lisossdmicas, permitindo a fagocitose da particula estranha ao organismo.

O reconhecimento da particula a ser fagocitada depende de sua cobertura por
proteinas séricas (opsoninas), as quais se ligam a receptores especificos da superficie
Jeucocitaria. Apos a fagocitose, o vactolo fagocitdrio se une 2 membrana de um hsossomo,
resultando na degradaciio da particula fagocitada por reacdo oxidativa. A liberagdo das
enzimas do fagolisossomo no meio extra-celular pode promover lesiio celular. Este fato
pode ser observado em situagdes onde ocorre degranulagio prematura dos lisossomos antes
do completo fechamento do vactiolo fagocitdrio, ou durante tentativas de fagocitose de
grandes particulas. Além disso, os leucécitos ativados também liberam outros produtos
toxicos de seu metabolismo, como radicais livres derivados do oxigénio, capazes de causar
lesdo tecidual direta.

As possiveis evolugbes de um processo inflamatério agudo so: (1) resolugdo
completa, com neutralizacio do agente causal, remogdo dos mediadores quimicos ¢
normalizaco da permeabilidade vascular. A resolugio do edema, do tecido necrético e das
cétulas inflamatérias é produto de um esforgo conmjunto entre macréfagos € drepagem
linfitica. Ocorre, entio, a regeneragio do tecido; (2) formacgfio de fibrose, quando a
inflamacdio ocorre em fecidos incapazes de se regenerarem, ou quando houve uma
destruigio tecidual extensa; (3) formaciio de abscesso, em casos de infecgdo por

organismos piogénicos e (4) progressdo para inflamagdo cronica.

Cronificacdo: Quando, na fase aguda da inflamagdo, o agente causal ndo €
eliminado, ou sua exposicdo & prolongada, ocorre: (1) a persisténeia do actmulo de células

inflamatérias, denominado infiltrado mononuclear; (2) destruicio tecidual e
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(3) regeneragdo, envolvendo angiogénese e fibrose. A proliferacio de fibroblastos e
acomulo de excesso de matriz extra-celular é comumente observada nos processos

crbmicos, sendo uma importante causa da disfungdo do tecido, ou 6rgio afetado.

A persisténcia na secre¢fio de mediadores inflamatorios pelos linfécitos, como
as citocinas, é um importante fator na manutengfo do infiltrado mononuclear. Os linfécitos
e macrofagos apresentam relagio reciproca pa inflamacfo cronica: (1) macréfagos ativam
linfocitos a0 apresentarem fragmentos do antigeno em sua superficie; (2) os linfécitos
ativados, em resposta, produzem uma série de citocinas, como IFN-y, que estimulam ¢
ativam os macréfagos; (3) os macrofagos ativados, entfio, secretam citocinas, como IL-1 ¢
TNF-a, que também podem ativar linfocitos e outros tipos de células. O resultado € um
foco inflamatério, onde linfocitos € macrdfagos estimulam um ao outro até que o agente

causal seja removido ou ocorra algum evento modulatério (ROITT & DELVIS, 2002).

2.2- Citocinas

As citocinas sdo horménios polipeptideos produzidos por diferentes tipos de
células, como leucdeitos, linfocitos e macréfagos ativados. Sua secregdo € um evento breve
e auto-limitado. Geralmente, as citocinas nfo sfo armazenadas na forma de moléculas
pré-formadas. Uma vez sinietizadas, sdo rapidamente secretadas. Elas modulam a funcdio da
propria célula que as produz e de outras células, podendo apresentar efeitos autécnnos,

paracrinos ou endoerinos.

As citocinas tém papel central na modulagfio do sistema iroune intestinal.
Sdo produzidas por linfocitos, mondcitos, macréfagos intestinais, granul6citos, células
epiteliais e endoteliais, além de fibroblastos. Citocinas tém fungGes pro e anti-inflamatorias.
Um desequilibrio entre elas pode acarretar em lesdo celular e cronificagdio da resposta
inflamatéria. Concentracdes de varias citocinas pré e anti-inflamatdrias encontram-se
elevadas na andlise da mucosa em doengas inflamatérias intestinais (ARAI ez al., 1990).

Apesar de haver a participagdo de vérios tipos de células, os linfocitos T helper
(Th) sio responsaveis por orquestrar a resposta imune a uma grande variedade de agentes

nocivos, através da secregio de citocinas. As células Th deixam o timo em dire¢8o a érgéos
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linféides secundarios, principalmente linfonodos; tendo o potencial de se diferenciarem em
um dos subtipos efetores, denominados Thl ¢ Th2. A divisio em subtipos efetores ¢
baseada em suas capacidades funcionais ¢ no perfil de citocinas que produzem. Células Thi
secretam IFN-y, IL-2, e TNF-¢, sendo importantes na erradicacio de patdgenos
intra-celulares, através da inducfio da resposta imune celular. O subtipo Th2 produz IL-4,
IL-5, IL-6, I1.-10, e IL-13; ativando a resposta imune humoral, que tem papel fundamental
na produgdo de anti-corpos e na eliminacfio de patégenos extra-celulares (ABBAS &
LICHTMAN, 2004; CONSTANT & BOTTOMLY, 1997).

Dentre as citocinas pro-inflamatérias, os mediadores mais mmportantes da fase
aguda da resposta inflamatdria intestinal sfo: IL-1, TL-6, TNF-a e IFN-y (FORD et af,
1997, WILLIAMS, 2001; DOHI ef ai, 2000). Sdo liberados sistemicamente em uma
espécie de cascata. TNF-o pode induzir a produgfo de IL-1, a qual estimula a secre¢fo de
IL-6. No endotélio, IL-1 ¢ TNF-a induzem um aumenio na expressio de moléculas de
adesdo, secregdo de citocinas adicionais, proliferacio de células de musculo liso e
fibroblastos, produgio de 6xido nitrico ¢ de matriz extra-celular, além de aumentar a
trombogenicidade. TNF-o. também causa a agregagfo e ativagdio de neutréfilos, bem como
a liberacdo de enzimas proteoliticas pelas células mesenquimais, desta forma contribuindo
para a lesdo tecidual. IL-6 estimula a sintese hepética de varias proteinas plasmaticas,
como o fibrinogénio, que causa o aumento da aglutinacgio eritrocitaria. IFN-y € um potente
ativador de macréfagos ¢ neutréfilos, sendo um dos principais estimulos & producdo de
oxido nitrico, o qual promove a vasodilatagdo. Nos sitios de inflamacgfio aguda, quando o
agente nocivo ao tecido nfio ¢ elimnado, o actmulo de macréfagos e linfécitos persiste;
desta forma cronificando o processo inflamatério. Células Th tém relagfio reciproca com
macréfagos nos processos inflamatérios cronicos. Ocorre um estimulo mituo airavés da
secrecio de IL-1, TNF-a e IFN-y, sendo que ambos produzem mediadores que afetam
também outras células. O resultado é um sitio inflamatério onde macréfagos ¢
Th persistentemente estimulam um ao outro, até que o agente causal seja removido,
ou que algum evento modulatério ocorra.

Estudos conduzidos nos tGltimos anos forneceram evidéncias de que varios tipos
de processos inflamatérios oriundos de anormalidades na regulagdo imune, em ultima

anilise, estéo relacionados a resposta imune celular dos subtipos Thl, ou Th2. Desta forma,
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ao compreender tais tipos de respostas, tornar-se-ia possivel o controle da resposta
inflamatéria, independentemente de suas causas. O reconhecimento do subtipo de células
efetoras de Th pode permitir o melhor entendimento de uma série de respostas imunes.
No intestino, existe um equilibrio entre os subtipos Thl e Th2, tendo sido comprovado que
tal balango estd comprometido em doengas inflamatérias intestinais como doenga de Crohn
¢ retocolite ulcerativa. O mecanismo imuno-regulatorio fisiolégico que mantém a
homeostase intestinal estd comprometido na gastrosquise (RENNICK & FORT, 2000,
SZABO et al., 2003).

A inibicio de citocinas pré-inflamatorias e a suplementagio de
anti-inflamatérias foi capaz de reduzir a inflamagfo intestinal em modelos experimentais
animais ¢ humanos, constituindo um novo horizonte na terapéutica das doengas
inflamatérias intestinais (KUNKEL & GODESSART, 2002; STEIDLER, 2002).

As principais fontes e agdes das citocinas avaliadas neste estudo s&o:

IFN-y é produzido por Th ativados, apresentando as seguintes fungdes:
(1) ativador de células mononucleares fagocitérias, sendo o principal meio pelo qual células
Th ativam os macréfagos; (2) aumenta a expressfio de receptores celulares, amplificando o
reconhecimento de agentes nocivos; (3) agem nas proprias células Th, promovendo sua
diferenciagio no subtipo Thi e inibindo a proliferacio Th2; (4) ativa os recepiores do
endotélio vascular, permitindo a adesdo e emigragio das células Th ao local da inflamagZo.
Quando ocorre falha na secre¢iio de IFN-y, observa-se maior susceptibilidade a infecgdes
por patégenos intra-celulares, os quais nfio podem ser eliminados devido ao defeito na

ativagfio dos macrdfagos.

TNF-a é secretado, principalmente, por células fagocitarias monomucleares
ativadas, com macréfagos e mastdcitos, além de células Th. Seus principais efeitos séo:
(1) estimular os receptores de adesdio da superficie endotelial, favorecendo a emigracio de
leucécitos ¢ linfocitos para o foco da inflamagfio; (2) induzir céhulas mononucleares e
outros tipos celulares a secretarem diferentes citocinas, com IL-1 e IL-6, que contribuem no
recrutamento leucocitério; (3) potente estimulador da ativagfio leucocitaria; (4) indutor da

angiogénese e de fibroblastos, formando novos vasos e causando deposigdo de tecido
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conjuntivo, respectivamente. Desta forma, remodelando o tecido; (5) em altas
concentracdes, apresenta efeito enddcrino, estimulando a produgfio de prostaglandinas pelo
hipotalamo, a qual induz a febre, ativando a produgio de proteinas plasmaticas pelos
hepatécitos e causando caquexia; (6) ativa o sistema de coagulagio € (7) age como
importante mediador no choque séptico, deprimindo a contratilidade miocérdica, reduzindo

a perfusdio tecidual e causando coagulago intra-vascular disseminada.

IL-1 tem, como principal fonte, as células fagocitirias mononucleares ativadas.
Sua producio pode ser estimulada por endotoxinas bacterianas, pelo contato com células
Th, pelo TNF-a e pela propria presenca de IL-1. Seus principais efeitos biolégicos séo:
(1) agio sobre o endotélio vascular, promovendo coagulagdio e maior adesdo leucocitaria e
(2) em altas concentragies, assim com o TNF-a, sdo piwogenos endégenos, ativam a

produgiio de proteinas plasmaticas pelos hepatdcitos e causam caquexia.

IL-6 é sintetizada por células fagocitarias mononucleares, células do endotélio
vascular e por fibroblastos, principalmente em resposta ao estimulo de IL-1 e, em menor
gran, de TNF-a. 1L-6 (1) estimula a produgfio hepatocitica de proteinas plasmaticas,
como o fibrinogénio; (2) age como co-estimulador das células Th e (3) induz a

hematopoese de células precursoras pela medula Gssea.

IL-10 é produzida por macréfagos ativados e linfécitos. Suas duas principais
agdes sfo a inibiglo da producdio de citocinas, como TNF-a e IL-1, pelos macréfagos
ativados e o blogueio da ativagiio das células Th pelos macréfagos. A inibigio experimental
da IL-10 causa um processo inflamatério intestinal, provavelmente secunddrio a ativagio
descontrolada de macréfagos (ABBAS & LICHTMAN, 2004).

2.3- Citocinas e Sistema Amniédtico

O liquido amniético (LA) encontra-se no espago delimitado pelo dmnio e corio
liso. Dentro da cAmara amnidtica encontra-se o feto que com suas fungdes vitais contribui
com a formacdo e absor¢do do LA. O LA protege, aquece e ajuda pa nutricio do feto,
além de poder contribuir com informagdes sobre a maturidade e vitalidade fetais, exercendo
funcdes mecénicas e metabolicas. No inicio da gestacfio, o filme liquido formado pelo LA

Revisio da Literatura
32



evita a formagio de aderéncias enire o feto e o imnio, prevenindo certas malformagses.
Fornece 4gua e eletrélitos para o feto durante toda a gestagfo. Possui quantidades variaveis
de amino4cidos e hormdnios que podem desempenhar funcdio importante Do
desenvolvimento fetal. Durante a fase final da gestagio ¢ no trabalbo de parto,
o LA é importante na formagio da bolsa das 4guas e no correto mecanismo de dilatagdo e
mecanica do parto (MATHIAS et al., 1985).

O volume do LA é controlado por vdrios mecanismos: Durante a primermra
metade da gestagio, a composigio do LA ¢ bastante semelhante ao fluido extracelular.
Na décima-segunda semana, o volume é de aproximadamente 50 ml Ja na décima oitava
semana, o volume pode atingir até 1000 ml, tendendo a decair até 0 momento do parto.

Quanto & sua composigio, o LA ¢ isotdmico ¢ contém proteinas de peso
molecular de até 170.000. Com o avancar da gestagfio, a feto passa a contribuir cada vez
mais com o contetdo do LA, através da liberacfio de seus fluidos orgénicos (urina, mecénio
e descamagdo epitelial). O feto a termo pode deglutir até 500 ml de LA ao dia.
Fetos portadores de anomalias do trato gastrointestinal, ou urinirio, podem apresentar
polidramnio ou oligodmnio.

As origens do LA sfo diversas. O corio liso contribui para a forma¢do do LA
por permitir transporte de Agua por mecanismos de transporte passivo segundo gradiente
osmético ou quimico. A pele fetal produz células de descamagfio e as jungBes intersticiais
imaturas do epitélio fetal permitem trocas importantes de liquidos entre o feto ¢ o LA.
No final do primeiro trimestre, os rins ja iniciam mecanismos de filtragdo glomerular,

embora a capacidade total de reabsorgio de sédio € dgua nfio seja atingida na fase fetal

A osmolaridade do LA vai diminuindo (de 260 mOsm/kg para 80 mOsm/kg)

conforme progride a gestagio, por causa do aumento de volume de urina hipotdnica

produzida pelo feto (MATHIAS ef al., 1985).

O LA também é inalado pelo trato respiratério do feto. Proximo ao termo, esse
volume pode chegar a 200 ml/dia. O LA ¢ hipotdnico em relagio ao plasma fetal € existe
um gradiente de troca que chega a permitir a transferéncia de até 800 ml/ dia.
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A reabsorgio do LA se da por vias distintas: a degluticdo é um do mais
importantes deles. A degluticho fetal pode ser estudada por meio do rastreamento de
moléculas marcadas com isétopos radioativos injetadas no LA.O feto a termo deglute uma
média de 450 ml de LA/dia. Essa degluticdo parece ser um importanie mecanismo de
equilibrio do volume do sistema amni6tico no terceiro trimestre da gestagdo. A degluticio
do LA esta relacionada com a maturagio ¢ o desenvolvimento do trato gastrointestinal,
notadamente o intestino delgado. O LA também ¢é fonte de energia e proteina para o feto,
estimulando a maturagdo da capacidade absortiva do enterocito (GITLIN e al., 1972).

A composicio quimica do LA & de 98-99% de 4dgua e 1-2% de solutos,
que podem ser orgénicos e inorganicos. Esta composi¢do € dindmica, sendo que quaisquer
doencas maternas, fetais ou placentdrias podem modificar essa composigdo. A contribui¢io
materna na composigio do LA € maior no inicio da gestacio ¢ a do feto vai aumentando
progressivamente. As concentractes amnidticas de sédio, cloro e potdssio também variam

durante a gestagfio. Uréia, creatinina e 4cido arico também séo constituintes do LA.

A taxa de proteinas no LA nfio é muito alta e provém principalmente da mide.

No entanto, o feto contribui com fragSes especificas (a-feto proteina. IgA, 1gG).

Em relagiio aos aminoacidos, estes em geral estao mais elevados no inicio da
gestagdo ¢ decaem durante a progressao desta. No entanto, a serina e a taurina parecem

aumentar de concentragfio quando préximo ao termo.

Outras substincias sfo encontradas no LA: renina, angiotensina,

fontes energéticas (glicose, piruvato, lactato), prostaglandinas, além de hormdnios.

Na gastrosquise, 0 LA em contato com as algas expostas leva a um
espessamento e epcurtamento dos intestinos (ALBERT er al., 1993). Modelos
experimentais de gastrosquise em coelhos demonstraram que quando o intestino € exposto
ao LA ocorre grande encurtamento da viscera. Quando o intestino exposto ¢ mantido fora
do saco amni6tico (sem contato com o LA) esse encurtamento nio ocorre (ALBERT et al.,
1993). O LA, a0 entrar em contato com o intestino, além de causar alteragOes
macroscopicas como espessamento, edema e encurtamento da viscera, também altera as

fungdes intestinais no periodo pés-natal (MORRISON et al., 1998).
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Dosagens de citocinas, TNF-o, integrinas ¢ antigenos mieloides analisados no
LA de mies portadoras de fetos com gastrosquise, quando comparados com grupos
controle, revelaram uma diferenca significativa no conteddo dos pré-inflamatérios CD 15 e
IL-8.

Esta inflamacfio cronica e prolongada do intestino na vida intra-uterina esta
possivelmente relacionada a disfungdo intestinal apds o nascimento. Essa disfungio
propicia a translocagfio bacteriana e acaba por interferir na morbidade do paciente durante o
longo periodo de hospitalizagio apds o nascimento (MORRISON et al., 1998).

Os niveis de citocinas no LA apresentam elevagfes progressivas com a
evoluglio da gestagfo. Atualmente, tdm sido feitas tentativas de quantificar suas
concentracdes, além de detectar possiveis elevagbes durante a evolugdo da gestagiio.
Entretanto, a cinética da produgfio de citocinas no LA ainda nfo é bem compreendida.
Sugere-se que tenham um papel regulatério sobre o parto, através do estimulo & produggo

de prostaglandinas.

Aparentemente, no final da gestagio, ocorre um processo inflamatério
fisiologico nos tecidos corio-ammidticos, mediados pela produgfo local de citocinas (OLAH
ef al., 1996; OPSILN et al., 1993). Estudos demonstraram niveis elevados de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-8§, no LA ao final da gestago
(MORRISON et al., 1998).

Observou-se, ainda, que a intensidade de infiltrado leucocitério se correlaciona
positivamente com os niveis destas citocinas. As doengas inflamatérias e o retardo de
crescimento intra-uterino sio acompanhados de alteragSes nos padrdes de citocinas do LA.
Acredita-se que as citocinas no LA estejam relacionadas com a evolugZo de uma gravidez
bem sucedida, aldm de estarem envolvidas com os eventos imuno-biologicos gque
desencadeiam o trabalho de parto. Esta observagdo foi comprovada por estudos clinicos e
experimentais, os quais demonstraram que, no primeiro trimestre, as concentragdes de
TNF-q, IL-1 ¢ IL-6 no LA sdo praticamente nulas. A IL-6 pode ser detectada apenas no
segundo trimestre. Enquanto que, ao termo, as concentragdes de TNF-a, IL-1 e IL-6
aumentam progressivamente até o trabalho de parto, momento em que alcangam seus picos
no LA (KEELAN et al., 1997).
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A fonte das citocinas do LA tem sido investigada e, aparentemente,
as membranas fetais amnion e cérion sfio as responsaveis. Culturas de células ammdticas
apresentaram produgio de IL-6 e IL-8, a qual foi estimulada pela adi¢@io de IL-1 ¢ TNF-c.
A administragio de corticosterdide foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 ¢ IL-8 pela
metade nestas culturas (GUNN et al., 1996). Outro fator que sugere sua produgdo pelas
membranas fetais é o fato das citocinas n#o cruzarem a barreira placentdria.
A impermeabilidade da placenta as citocinas também explica a falta de correlagdo entre as
dosagens séricas maternas ¢ do LA em condigdes inflamatorias (AALTONEN et al., 2005;
REISENBERGER et al., 1996).

Estudos ainda concluiram que a presenca de mecdnio no LA apresenta efeito
quimiotéxico sobre leucécitos e citocinas, como IL-6 ¢ [L-8 (DE BEAUFORT et ai., 1998;
YAMADA et al., 2000).

2.4- Corticosterdides ¢ Resposta Inflamatoria

Os corticosterdides tém a capacidade de impedir ou suprimir a resposta
inflamatéria, independentemente do agente indutor ser de natureza radiante, mecdnica,
quimica, infecciosa ou imunolégica. Apesar da administragdo de corticosterdides ser uma
terapia paliativa, uma vez que a causa subjacente da doenca persista, a supress3o dos efeitos
deletérios da inflamagio € de grande valor. Suas agfes imunossupressoras e
anti-inflamatdrias estdio ligadas de forma indissokivel, pois ambas resultam, principalmente,
da inibigdo de fungdes especificas dos leucdcitos, como a sintese ¢ a agfo das citocinas.
Os corticosterdides inibem os fenémenos iniciais do processo inflamatério, como edema,
deposiciio de fibrina, dilatagdo capilar, emigragiio de leucéeitos e atividade fagocitaria.
Suprimem, também, as manifestagdes tardias, como proliferaciio de capilares e fibroblastos,
deposigio de colageno e cicatrizagéo.

InvestigagBes demonstraram que os corticosterdides inibem a capacidade das
células mononucleares fagocitérias em elaborar diversas substincias quimiotaxicas,
bem como fatores que medeiam o aumento da permeabilidade vascular e a vasodilatagdo,
inchuindo, dentre outros: (1) 4cido araquidénico e seus metabolitos, com prostaglandinas e
leucotrienos; (2) fator de ativa¢do de plaquetas; (3) TNF-a e (4) IL-1.
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Ao inibirem a sintese e liberagdo de IL-1, os corticosterdides também suprimem
a ativacio das células Th. Desta forma, reduzindo sua toxicidade e inibindo a sintese de
varias citocinas pelas células Th, como TNF-a ¢ IFN-y. A inibi¢do do crescimento € outro
efeito bem conhecido dos corticosterdides, tanto em seres humanos como em tecidos de
animais de laboratéric (GILMAN, 1991). AGHAJAFARI et ol (2002), em estudo
metanalitico, reportaram que a administragdo pré-natal de corticosterdides em modelos
animais tem efeitos benéficos ao desenvolvimento pulmonar e intestinal, porém podem

causar retardo do crescimento fetal intra-uterino.
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3- OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do corticosterdide sobre o
processo inflamatorio intestinal de fetos de ratas Spreague-Dowley submetidos a
gastrosquise, analisando:

1- Morfometria intestinal.
2- Histologia intestinal.

3- Bioquimica intestinal, através da quantificacfio de proteina e citocinas intestmnais:

TNF-o, IFN-y, IL-1, IL-6 ¢ IL-10.
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4- MATERIAL E METODOS
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4.1- Avaliacdo do comité de ética e experimentaco animal

O presente experimento foi submetido a0 Comité de Etica e Experimentagio
Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-UNICAMP) ¢ foi aprovade como

projeto de pesquisa namero 281-1.

4.2- Animal

Fémeas de ratos Spreague-Dowley (n=24) com peso ao redor de 250g foram
submetidas ao acasalamento. O casal foi mantido em conjunto durante uma noite. No dia
seguinte, a Tegidio genital da fmea foi examinada para verificagdo de mancha vaginal de
esperma. A presenga da mancha vaginal configura o acasalamento e ¢ considerado dia zero
de gravidez (tempo de gestagiio normal de ratas até o termo € de aproximadamente 22 dias).

4.3- Constituicio dos grupos

Para as analises morfométrica e histologica foram operadas 14 ratas,
enquanto para a analise bioquimica 10 ratas gravidas. Houve a divisdo em dois grupos,
dependendo da administragio materna randomizada de solugdo fisiologica ou

corticosterdide:

(1) Grupo 1 (n=78), fetos submetidos & cirurgia com 18,5 dias de idade gestacional,
com administracio materna de solucéio fisioldgica intra-peritoneal.

(2) Grupo II (n=78), fetos submetidos & cirurgia com 18,5 dias de idade gestacional,
com administracfio materna de corticosterdide intra-peritoneal.

Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos, da seguinte maneira:

Grupo I: Cirurgia com 18,5 dias de gestacio e admiristraciio materna de solugio salina
intra-peritoneal (=60 para morfometria e histologia e n=18 para bioquimica).
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Subgrupos (n=20 para morfometria e histologia € n=6 para bioquimica):
G: Fetos submetidos a gastrosquise.
C: Fetos normais {(controle).

S: Fetos apenas manipulados fora do ttero (sham).

Grupo II: Cirurgia com 18,5 dias de gestagfio e administragdio materna de corticosterdide

intra-peritoneal (n=60 para morfometria e histologia e n=18 para bioquimica).
Subgrupos (n=20 para morfometria ¢ histologia ¢ n=6 para bioquimica):

Ge: Fetos submetidos & gastrosquise.

Cc: Fetos normais {controle).

Sc: Fetos apenas manipulados fora do utero (sham).

As mies foram submetidas & operagdo cesariana no dia 21,5 de idade
gestacional € seus fetos foram sacrificados. As medidas morfométricas dos fetos e de seus
intestinos coletados imediatamente. O intestino foi fixado imediatamente em solugdo
adequada para posterior anslise histoldgica. Os fetos dos grupos destinados & andlise
bioquimica tiveram seus intestinos ressecados e preparados em solugdo apropriada para
posterior congelamento.
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4.4- Organograma do experimento
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4.5- Procedimento cirurgico (Figura 1)

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas com oferecimento de racdo
especifica e dgua ad libitum. Os procedimentos cirirgicos ocorreram as tergas-feiras pela
manhi, com idade gestacional de 18,5 dias. A coleta de dados ocorreu com 21,5 dias de
gestacHo, realizada sempre s sextas-feiras pela manhd.

Ap6s aclimatagiio no laboratério, as ratas Spreague-Dowley gravidas foram
submetidas 3 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 intra-muscular aplicado na musculatura
lateral da coxa com seringa de insulina e agulha de calibre 20G. Esta composicio
anestésica (180mg/kg de ketamina/ 1,25 mg/kg de xilazina) mantém o animal sob anestesia
profunda durante um periodo de trés horas e o pos-operatério transcorre de maneira indolor

durante o periodo compreeendido 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. Apds assepsia com clorohexidina
(Chlorohex®) solugio aquosa e colocagio de campos estéreis, o animal foi submetido a
laparotomia mediana em dois planos (pele e aponeurose/peritoneo).

Neste momento, foi realizada a administracio materna de 2 ml de solugdo
salina fisiolégica (NaCl 0,9%)(grupo I) ou 0,25 mg/kg de dexametasona diluida para
2 mi de solugiio salina fisiolégica (grupo II). A administracio foi efetuada de forma
randomizada, sempre na regifio intra-peritoneal peri-hepatica. Apés dez minutos, o utero
bicorno foi delicadamente exposto e protegido com gaze estéril embebidas em solugio
salina fisioldgica aquecida a 38 graus Celsjus.

Os fetos foram contados da regido proximal para distal em relacdo ao colo
uterino, iniciando-se a contagem pelo corno direito, O primeiro € o ultimo fete de cada
corno ndo foram utilizados no experimento pelo risco de abortamento relacionado &
manipulacdo desses animais. O segundo feto, contado a partir do istmo uterino direito,
foi considerado o primeiro feto da numeracfio, sendo submetido a gastrosquise,
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o feto seguinte controle ¢ o subseqiiente sham. Esta seqiiéncia foi sucessivamente repetida,
do corno direito para o corno esquerdo.

Sob microscopia Optica estereoscopica (microscopio JF- Vasconcellos® -
4.5 X), uma sutura em bolsa com fio de Prolene® calibre 6-0 foi realizada na parede uterina.
Em seguida, o ttero foi aberto em suas duas camadas, muscular e membrana amnitica.
O feto foi exposto pela incisfio uterina até a altura da insergiio do cordfio umbilical e
mantido com o abdome superior ¢ o tdrax no interior do utero materno. Foi realizada a
retirada parcial do membro inferior direito ¢ do membro inferior esquerdo, para facilitar a
exposi¢do da regido abdominal a ser incisada. Esta manobra técnica diminui o risco de
lesiio da vasculatura umbilical durante o procedimento da gastrosquise.

Para a realizacdio da gastrosquise, uma incisio de laparotomia para-umbilical
direita, com extensio padronizada em Smm, abriu a cavidade abdominal fetal, com o
cuidado de ndio lesar os vasos umbilicais e o figado (Figura 1). As alcas intestinais foram
expostas com facilidade pela compressio delicada do abdome fetal com hastes de algodao
esterilizadas (cotonetes® Johnson & Johnson do Brasil). Apés a realizagio da gastrosquise,
o feto foi, cuidadosamente, recolocado na cavidade uterina e o fitero foi fechado pela sutura
em bolsa previamente realizada. Antes do fechamento da bolsa, 0,5 ml de solugdo
fisiologica aquecida foi reposta no interior da cavidade uterina. Durante ¢ procedimento,
a porgio exposta do feto foi mantida aquecida com solugdo salina (NaCl 0,9%) a 38 graus
Celsius gotejada com seringa de 5 ml. O feto seguinte, denominado feto controle, nao foi
submetido & cirurgia nem tampouco retirado do atero. O feto subseqgiiente, denominado
sham, foi exposto fora da cavidade uterina até a altura da insergio do corddo umbilical,
foi submetido a uma gentil compressio do flanco direito com hastes flexiveis de algodao,
mas pdo foi submetido a nenhum procedimento cirdrgico. Em seguida, foi recolocado na
cavidade uterina.

Ao final da realizagio do procedimento nos fetos disponiveis, a parede
abdominal da rata mde foi fechada em dois planos, com utilizagio de fio mononylon 2-0,
sutura continua. As ratas foram recuperadas com oxigénio inalado em mdscara adaptada
para tal, até que estivessem completamente acordadas ¢ movimentado-se sem problemas.
O periodo pés-operatério se deu nas gaiolas metabdlicas, em baias individuais, com agua ¢

ragdo oferecidas ad libitum.
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Figura 1- Modelo experimental de gastrosquise: (A) exposi¢do do corno uterino direito e

seqgiiéncia da classificagdo fetal; (B) abertura da cavidade uterina e (C) criag@o

da gastrosquise.
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4.6- Coleta de dados (Figura 2)

No dia 21,5 de gestagio, as ratas foram novamente anestesiadas (mesma dose
previamente descrita) € submetidas & operagdo cesariana, por laparotomia mediana.
Os fetos previamente operados e seus controles foram removidos do ttero, sacrificados
através de injecdo letal do mesmo anestésico ja descrito e pungdo occipital, sendo entdo

pesados em balanca de precisdo.

O abdome fetal foi aberto por incisdo mediana e dissecado sob foco de luz ¢
com auxilio de microscopia Optica, expondo as algas. As algas intestinais foram removidas
desde o piloro até a regido do reto superior, na reflexdo peritoneal. O intestino foi pesado
(peso em gramas) e o mesentério dissecado com pingas oftalmologicas. As alcas puderam,
entdo, ser retificadas sem tensdo em prancha de cortiga para obtencgio de seu comprimento

{em milimetros), com a utilizacfo de régua e paquimetro de preciséo (Figura 2).
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Figura 2- (A) Coleta fetal; (B) coleta intestinal e (C) mensurac@o intestinal de feto controle

(acima) e gastrosquise (abaixo).
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4.7- Avaliacao Morfométrica

A obtengiio do peso corporal (PC), peso intestinal (PI} e comprimento intestinal
(CI) permitiram o estudo estatistico dessas grandezas nos diversos subgrupos. No entanto,
observou-se a necessidade de criar relagdes entre esses pardmetros, que melhor
demonstrassem as diferengas entre os subgrupos. Foram criadas as razbes 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; (3) PC-PL, a qual permite a avaliacio

do PC real, independente das variagdes do peso intestinal.

4.8- Avalia¢do Histologica

O intestino foi dividido em quatro segmentos a partir do dngulo de Tretz em
direcio ao fleo distal, cada fragmento com aproximadamente 4 cm de comprimento.
O primeiro segmento compreendia a por¢io de jejuno proximal O segundo segmento
compreendia porgfio de jejuno distal. O terceiro, de fleo ¢ o quarto da regido da vélvula
fleocecal ¢ intestino grosso, até o reto extra-peritoneal. Todos os segmentos foram
mumerados, acomodados paralelamente em seqfiéncia, da esquerda para a direita, da porgéo
proximal para a distal, em molduras préprias de histologia. As molduras foram fixadas em
solucio de paraformaldeido 4% fresco e coradas com Hematoxilina/Eosina (H&E) para
identificagfio histolégica.

Os cortes histologicos foram realizados no seatido transversal, com espessura
de 5pm. Foi convencionada a analise dos segmentos intestinais intermedidrios
(jejuno-ileal), desta forma assegurando que, nos casos de fetos com gastrosquise,
o segmento exposto ao LA seria sempre analisado €, além disso, que a comparagéo com 0s
respectivos controle e sham fosse apropriada.

Os cortes histologicos intestinais transversais foram fotografados utilizando o
foto-microscépio Nikon Eclipse E800, com ampliagdo de 20 vezes para a avaliagdo do
dismetro intestinal (DI) e de 200 vezes para a medida das camadas da parede intestinal.
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As imagens foram digitalizadas, possibilitando a medida do DI, camadas mucosa e
submucosa (MU), muscular circular (MC), muscuiar longitudinal (ML) e serosa (SE)
através do programa Image Pro Plus®. As medidas, em micrometros (um), foram realizadas
em orientacdo radial, nos quatro quadrantes de 5 cortes seqiienciais, totalizando 20 medidas
de cada varidvel para cada feto. Foram analisadas sete triades (G, C e S) de cada Grupo
(Iell).

4.9- Analise bioguimica

O intestino dos respectivos fetos com gastrosquise, controle € sham dos grupos
I ¢ IT destinados & andlise bioquimica foram colhidos. Dezoito fetos por grupo, num total de
36 fetos, foram destinados a4 dosagem de proteina total ¢ TNF-a, IFN-y, IL-18, IL-6 ¢
IL-10 intestinal.

Imunoprecipitacio ¢ ELISA para determinacio das citocinas: Fragmentos
de intestino foram homogeneizados em tampdo de imunoprecipitagio contendo 1% de
Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sédio, 100mM de
fluoreto de sodio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de sdédio, 2mM de PMSF e
0,1 mg/ml. de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11000 rpm por
20 minutos. No sobrenadante, determinou-se a concentragio de proteina em miligramas,
utilizando o método de BRADFORD (1976) e, posteriormente, realizou-se a
imunoprecipitagdo com anticorpo especifico. Apds incubagio, os imunocomplexos foram
recuperados com Proteina A Sepharose 6 MB por 2 horas a 4°C ¢ decantados por
centrifugacio por 20 minutos & 4°C/11000 rpm.

O precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampéo de
lavagem (2 mM ortovanadato de sodio, 100 mM Tris-HCl; 1 mM RDTA; 4,5% Triton
X-100). O sobrenadante foi descartado, ficando-se apenas com as proteinas precipitadas
(imunocomplexos). Os niveis de citocinas teciduais, em picogramas por ml, foram, entfo,
determinadas pelo extrato de proteinas totais do tecido intestinal (2,0mg/mi) por meio do
ELISA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL., USA), seguindo as instru¢des do fabricante.
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4.10- Metodologia Estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas varidveis em estudo,
foram feitas tabelas de freqiiéncia das varidveis categéricas e estatisticas descritivas

(com medidas de posigdo e disperso) das varidveis continuas.

Para comparar as varidveis entre 0s grupos € enire as idades gestacionais foi
utilizada a Analise de Varidncia (ANOVA) para medidas repetidas. Essa andlise faz
2 comparaghes a0 mesmo tempo: uma em que s¢ compara 05 grupos, Grupo I versus
Grupo II (sem € com corticosterdide) em cada grupo experimental (G, C ¢ 8), através do
teste de comparagéo muiltipla de Duncan, ¢ a ouira que compara as triades (G vs C vs §)
entre si em cada grupo (Grupo I ¢ Grupo II), através do teste de contrastes de perfil.
O nive] de significincia adotado foi de 5%, ou seja, p<0.03.
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5- RESULTADOS




Na fase inicial dos experimentos, dentre as primeiras 14 ratas operadas para as
analises morfométrica e histolégica, trés (21%) morreram devido a complicagdes
anestésicas. A mortalidade fetal nesta primeira fase dos experimentos, incluiu sete (14%)
dos 47 fetos submetidos 4 gastrosquise e um (0,02%) dos 41 fetos sham, os quais foram
excluidos do estudo. A mortalidade fetal foi, provavelmente, causada pela manipulacio
excessiva ou por trauma durante a devolugdo do feto a cavidade uterina, n3o tendo ocorrido

nenhum caso de abortamento.

Na segunda fase do estudo, quando foram operadas outras 10 ratas para a colefa
de material para analise bioquimica, ndo houve qualquer mortalidade materna ou fetal.

Durante 2 coleta, no dia do sacrificio, observou-se que, macroscopicamente,
os intestinos dos fetos com gastrosquise eram edemaciados, aderidos € recobertos por uma

pelicula esbranquigada, muito similar ao defeito observado em humanos.

5.1- Resultados da anilise morfométrica (Tabela 1)
5.1.1- Peso corporal (Grafico 1) (Figura 3)

As médias do PC para os fetos do Grupo I (sem corticosterbide) foram:
G= 5,32g (+ 0,75), variando de 3,85 a 6,29 g; C=5,68g (+ 0,62), variando de 4,35 a 6,42g ¢
$=5,86g (+0,53), variando de 4,69 2 6,75g. O PC estd significativamente reduzido nos fetos
G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo I (com corticosteréide) os resultados de peso corporal
foram: Go= 4,79g (+0,67), variando de 3,64 a 6,09g; Cc=5,17g (+0,53), variando de
3,86 a 6,41g e Sc=5,18g (10,65), variando de 3,92 2 6,52g. O PC esta significativamente
reduzido nos fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio do PC médio entre os 3 subgrupos respectivos dos Grupos I eIl
(GxGc, CxCc e SxSc) observou-se que todos os subgrupos do Grupo IT apresentaram PC
significativamente reduzido (p<0,05 ANOVA) .
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Body Weight (g)

GRUPO 1 GRUPO 11

Grupo I = sem corticosterdide; Grupe IT = com corticosterdide.

G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C ¢ G X S); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS).

Grafico 1- Comparagio entre as medidas do peso corporal dos fetos com gastrosquise,
controle e sham, Grupos I e II, com desvio padréo e diferenga estatistica.
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Figura 3- Foto de uma triade no dia da coleta (21,5 dias de gestagdo):
G= feto com gastrosquise, C= feto controle e S= feto sham, evidenciando
o RCUI no feto G.

5.1.2- Peso Intestinal (Grafico 2)

As médias do PI para os fetos do Grupo 1 foram: G=0,283g (10,051),
variando de 0,19 a 038g, C=0,238¢g (£0,045), variando de 0,184 a 0,354¢;
$=0,231g (+0,034), variando de 0,186 a 0,334g. O PI esta significativamente elevado nos
fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

As médias do PI para os fetos do Grupo II foram: Gc=0,227g (£0,050),
variando de 0,119 a 0,331g; Cc= 0,197g (x 0,023), variando de 0,144 a 0,244g;
Sc=0,189¢ (+0,028), variando de 0,130 a 0,230g. O PI esta significativamente elevado nos
fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio do PI médio entre os 3 subgrupos respectivos dos Grupos I e II
(GxGe, CxCc e SxSc) observou-se que todos os subgrupos do Grupo Il apresentaram
PI significativamente reduzidos (p<0,05 ANOVA) .
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GRUPO I GRUPO II

Grupo I = sem corticosterdide; Grupe II = com corticosterdide.

G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C ¢ G X 8); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS).

Grifico 2- Comparagio entre as medidas do peso intestinal dos fetos com gastrosquise,

controle e sham, nos Grupos I e II, com desvio padrao e diferenca estatistica.

5.1.3- Comprimento Intestinal (Grafico 3)

As médias dos CI para os fetos do Grupo I foram: G=125mm (+27,1),
variando de 80 a 168mm; C=216mm (*15,2), variando de 194 a 245mm;
S= 209mm (+17,2), variando de 156 a 232mm. O CI esté significativamente reduzido nos
fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).
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As médias dos CI para os fetos do Grupo II foram: G=129mm (38,5), variando
de 60 a 195mm; C=209mm (+27,4), variandko de 160 a 267mm;
S=211mm (+24,7), variando de 160 a 267 mm. O CI esta significativamente reduzido nos
fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio do CI médio entre os 3 subgrupos respectivos dos Grupos I e II
(GxGc, CxCc e SxSc) ndo houve diferengas significativas (p>0,05 ANOVA) .

Comprimento
Intestinal

(mm)

270+

=y 240 g

E 210+

_E 4

2 180+

m -

=1 450+

) !
£

= 1 204

k3 |

c 904

60

G C S G C S

GRUPO I GRUPO 11

Grupo I = sem corticosterdide; Grupe I1 = com corticosterdide

G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C e GXS)

Grafico 3- Comparagio entre as medidas do comprimento intestinal dos fetos com
gastrosquise, controle € sham, nos Grupos [ e II, com desvio padrdo e

diferenca estatistica.
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Figura 4- Fotografia evidenciando a diferenca de comprimento intestinal entre fetos

G (gastrosquise) e C (controle).

5.1.4- Relaciio Peso Intestinal/Peso Corporal (PI/PC) (Grafico 4)

As médias das relagdes PI/PC para os fetos do Grupo I foram:
G=0,054 (0,009), variando de 0,039 a 0,071; C=0,042 (30,006), variando de
0,036 a 0,059; S=0,039 (+0,0050), variando de 0,030 a 0,052 (p<0,005 ANOVA entre
GxC e GxS).

A média das relagdes PI/PC para os fetos do Grupo II foram:
Gc=0,048 (+0,01), variando de 0,031 a 0,073; Cc=0,038 (£0,002), variando de
0,03 a 0,043; Sc=0,036 (+0,003), variando de 0,028 a 0,042 (p<0,005 ANOVA entre
GexCe e GexSc).

Na comparagio inter-grupos do PI/PC médio entre o0s 3 subgrupos respectivos
dos Grupos I e I (GxGe, CxCc e SxSc) n3o houve diferengas significativas
(p>0,05 ANOVA) . Ao se ajustar o PI em relagio ao PC dos fetos, observou-se um

aumento ainda mais intenso no PI dos fetos G, uma vez que seu PC € reduzido.
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PI/PC

Ratio IW/BW

G C S G C S

GRUPO 1 GRUPO II

Grupo I = sem corticosteroide; Grupo II = com corticosterdide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (GXCeGXS); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS)

Grifico 4- Comparagio entre a relagdo PI/PC dos fetos com gastrosquise, controle e sham,

nos Grupos I e IL, com desvio padrio e diferenca estatistica.

5.1.5- Relago Peso Intestinal/Comprimento Intestinal (P1/CI) (Grafico 5)

As médias das relagdes PI/CI para os fetos do Grupo I foram:
G=2,35 mg/mm (30,55), variando de 1,23 a 3,04 mg/mm; C=1,11 mg/mm (0,22),
variando de 0,83 a 1,68 mg/mm; S=1,11 mg/mm (+0,16), variando de 0,83 a 1,48 mg/mm
(p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

A média das relagdes PI/CI para os fetos do Grupo II foram:
Gc=1,87 mg/mm (0,54), variando de 0,93 a 2,79 mg/mm; Cc=0,95 mg/mm (£0,11),
variando de 0,82 a 1,25 mg/mm; Sc=0,90 mg/mm (+0,09), variando de 0,72 a 1,09 mg/mm
(p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).
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Essa relagio ¢ significativamente maior nos animais submetidos a gastrosquise
em ambos os Grupos. Ao se dividir o PI pelo CI ocorre uma sensibilizagdo nos fetos G,

uma fez que o numerador ¢ maior € o denominador menor, traduzindo o real aumento no

peso intestinal por mm de intestino.

PI/CI

Ratio IW/IL (mg/mm)

GRUPO I GRUPO II

Grupo 1 = sem corticosterdide; Grupo I = com corticosterdide
G= gastrosquise; C= controle; $= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C e G X S); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS)

Grifico 5- Comparagdo entre as relagdes PI/CI dos fetos com gastrosquise, controle €

sham, nos Grupos I e II, com desvio padrio e diferenca estatistica.

5.1.6- Diferenga Peso Corporal - Peso Intestinal (PC-PI) (Grafico 6)
As médias das diferengas entre peso corporal e peso intestinal para os fetos do
Grupo 1 foram: G=5,03g (+ 0,72), variando de 3,59g a 5.98g; C=545g (+ 0,59),
variando de 4,17 a 6,16g; S=5,63g (+0,51), variando de 4,50g a 6,42g (p<0,005 ANOVA

entre GxC e GxS).
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Para os fetos do Grupo II os resultados foram: Ge= 4,56g (+0,65), variando de
3,53g a 5,84g, Cc= 4,97g (10,51), variando de 3,71g a 6,17g; Sc=4,99g (10,63),
variando de 3,77g a 6,30g (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagdo inter-grupos do PI/PC médio entre os 3 subgrupos respectivos
dos Grupos I e II (GxGe, CxCc e SxSc) houve redugio significativa para o Grupo 11
(p>0,05 ANOVA) .

Quando se exclui o componente do peso intestinal do peso corporal total,
anula-se o viés do PI ser maior nos fetos G, além do fato de haver redugéo do PI no grupo

com administragdo de corticosterdide (Grupo II). Desta forma obteve-se uma medida mais

fidedigna do quanto os fetos submetidos a gastrosquise sdo realmente mais leves que seus

irmaos-controle (C e S).

BW-IW (g)

G C S G C S

GRUPO 1 GRUPO 11

Grupo I = sem corticosterdide; Grupe II = com corticosteroide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C ¢ G X S); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS)

Grifico 6- Comparagio entre PC - PI nos fetos com gastrosquise, controle e sham,

dos Grupos I e I, com desvio padrio e diferenga estatistica.
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Tabela 1- Resultados das variaveis morfométricas de fetos de ratas submetidos a
gastrosquise aos 18,5 dias de gestagdo sem (Grupol) e com a administragéo

materna de corticosteréide (Grupo II).

GRUPO I GRUPO 1I
G C S Ge Cc Se
n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
Co‘:_:)“ ” 5.32 5.68 5.86 479 5.17 5.18
075  (20.62)  (£0.53 +06 1053 5
®C) (2) € ) @ ) ( ) ( THH (= 0.53)§ (£ 0.65)0
m‘:;? e 0.28 0.23 0.23 0.22 0.19 0.19
e 0051y  (£0.045) (£0.034) (£0050+  (£0.023)§  (£0.028)0
C"[':P“‘.“:]““’ 125 216 209 129 209 210
*
: CD‘“(“"M) @270 (@152)  (E172)  (£38.5)4 @ 27.4) @24.7)
S 0.054 0.042 0.039 0.048 0.038 0.037
(£0.009) (£0.006) (£0.005) (0O0D#+  (£0002)§  (+0.003)o
PI/CI 235 111 111 1.88 0.95 0.90
(mg/mm) @0.55%  (£021) (016)  (OSHHE  @O0.ID§ (& 0.10)0
S —— 5.03 5.45 5.63 4.56 4.98 4.99

*0.72)* (£059) (05D  (F0.65)+ (& 0.52)§ (& 0.63)0

Os valores representam as médias (desvio padrao). N3io houve diferencas significativas nas comparages entre
C versus S ou Cc_versus Sc.

G=gastrosquise sem corticosteréide; C=controle sem corticosterdide; S=sham sem corticosteroide;
Ge=gastrosquise com corticosterdide; Cec=controle com corticosterdide; Se=sham com corticosteroide.

*p< 005 versus C and S; #p< 0.05 versus Cc and Sc; +p< 0.05 versus G; §p< 0.05 versus C;
o p< 0.05 versus S.

5.2- Resultados da anilise histolégica (Tabela 2) (Figuras 5 € 6)

A histologia dos intestinos dos fetos portadores de gastrosquise revelou
aumento da luz intestinal, aumento da espessura da parede intestinal, diminuigdo e
espessamento das vilosidades, ectasia linfatica e venosa do mesentério e deposi¢do difusa

de colageno na camada submucosa.
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5.2.1- Mucosa e Submucosa (MU) (Grafico 7)

As médias da MU para os fetos do Grupo I (sem corticosteroide) foram:
G= 33,37um (+ 10,80), variando de 20,67 a 51,27 um; C=27,08um (+ 4,72), variando de
18,30 a 35,44um e S=26,85um (3,35), variando de 19,95 a 30,51pm. A espessura da MU
esta significativamente elevada nos fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo II (com corticosterdide) os resultados da MU foram:
Ge= 40,97um (£15,23), variando de 23,98 a 69,05um; Cc=28,66um (13,62), variando de
22.00 a 33,61um e Sc=26,54um (+4,18), variando de 18,69 a 30,77um. A espessura da MU
esta significativamente elevada nos fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagdo das médias da espessura da MU entre os 3 subgrupos
respectivos dos Grupos I e II (GxGce, CxCc e SxSc) ndo houve diferengas significativas
(p>0,05 ANOVA).

Mucosa e
Submucosa

“eo- p— AP

G C S G C S

GRUPO 1 GRUPO II

Grupo I = sem corticosteréide; Grupo II = com corticosterbide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (GXCeGXS)

Grifico 7- Espessura, em micrometros, das camadas mucosa e submucosa dos intestinos de

fetos G, C e S dos Grupos I e I1, com desvio padréo e diferenca estatistica.

Resultados
63



5.2.2- Muscular Circular (MC) (Grafico 8)

As médias da MC para os fetos do Grupo I (sem corticostertide) foram:
G= 16,84pum (+ 4,48), variando de 11,73 a 24,43 pm; C=10,83um (+ 1,41), variando de
8,88 a 13,24um e S=10,15um (+1,14), variando de 8,33 a 11,76um. A espessura da MC
est4 significativamente elevada nos fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo II (com corticoster6ide) os resultados da MC foram:
Ge= 16,52um (14,07), variando de 11,00 a 23,13pm; Cc=10,25um (£1,72), variando de
7,95 a 12,67um e Sc=10,82pm (+1,86), variando de 8,61 a 13,29um. A espessura da MC
esta significativamente elevada nos fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCce e GexSc).

Na comparagio das médias da espessura da MC entre os 3 subgrupos
respectivos dos Grupos I ¢ I (GxGe, CxCc e SxSc) ndo houve diferencas significativas
(p>0,05 ANOVA).

Muscular Circular

P

(um)

GRUPO 1 GRUPO 11

Grupo I = sem corticosteroide; Grupo II = com corticosterdide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X Ce G X S)

Grifico 8- Espessura, em micrometros, da camada muscular circular dos intestinos de fetos

G, C e S dos Grupos I e II, com desvio padréo e diferenga estatistica.
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5.2.3- Muscular Longitudinal (ML) (Grafico 9)

As médias da ML para os fetos do Grupo I (sem corticosteroide) foram:
G= 10,85um (+ 2,98), variando de 7,33 a 16,55 um; C=8,20pm (+ 0,65), variando de
7,34 a 9,32um e S=7,62um (+1,00), variando de 6,62 a 9,76pm. A espessura da ML esta
significativamente elevada nos fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo II (com corticoster6ide) os resultados da ML foram:
Ge= 12,60um (46,52), variando de 6,37 a 27,09um; Cc=6,95um (+1,61), variando de
4,20 a 9,17um e Sc=9,02um (+1,27), variando de 7,55 a 10,81pum. A espessura da ML esta
significativamente elevada nos fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio das médias da espessura da ML entre os 3 subgrupos
respectivos dos Grupos I e II (GxGe, CxCc e SxSc) ndo houve diferencas significativas
(p>0,05 ANOVA).

Muscular
Longitudinal
(um) *
W f,__\l / [
15 -

GRUPO 1 GRUPO 11
Grupe I = sem corticosterdide; Grupo IT= com corticosteroide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p <0,05 Intra-Grupo (G X Ce G X S)

Grifico 9- Espessura, em micrometros, da camada muscular longitudinal dos intestinos de

fetos G, C e S dos Grupos I e II, com desvio padrdo e diferenca estatistica.
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5.2.4- Serosa (SE) (Grafico 10)

As médias da SE para os fetos do Grupo I (sem corticosteroide) foram:
G= 3,58um (+ 0,50), variando de 2,89 a 4,17 pm; C=2,4%um (* 0,36), variando de
2,04 a 3,16um e S=2,47um (£0,21), variando de 2,19 a 2,77um. A espessura da SE esta
significativamente elevada nos fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo II (com corticosterdide) os resultados da SE foram:
Ge= 4,52um (+1,89), variando de 2,96 a 7,36um; Cc=2,48um (+0,26), variando de
2,09 a 2,83um e Sc=3,36um (+0,24), variando de 1,94 a 2,64um. A espessura da SE esta
significativamente elevada nos fetos Ge (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio das médias da espessura da SE entre os 3 subgrupos respectivos
dos Grupos I e II (GxGe, CxCc e SxSc) ndo houve diferengas significativas
(p>0,05 ANOVA).

Serosa

(nm)
I*—_l x

GRUPO 1 GRUPO II

Grupo I = sem corticosterdide; Grupo II = com corticosteréide
G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (GXCeGXY)

Grifico 10- Espessura, em micrometros, da serosa dos intestinos de fetos G, C e S

dos Grupos I e I, com desvio padrio e diferenca estatistica.
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5.2.5- Diametro (DI) (Grafico 11)

As médias do DI da alga intestinal, em corte transversal, para os fetos do
Grupo I (sem corticosterdide) foram: G= 1.128,54um (+ 285,65, variando de
674,47 a 1.462,29um; C=848,19um (+ 114,87), variando de 602,62 a 967,96um e
S=852,20um (+68,36), variando de 760,69 a 944,31um. O DI da alga intestinal esta
significativamente elevada nos fetos G (p<0,005 ANOVA entre GxC e GxS).

Para os fetos do Grupo II (com corticosteroide) os resultados do DI foram:
Ge= 1.200,94um (+102,09), variando de 1.041,57 a 1348,63um; Cc=967,36um (+59,60),
variando de 856,37 a 1.041,16pm e Sc=916,79um (+93,18), variando de
752,40 a 1.005,54um. O DI da alca intestinal esta significativamente elevada nos fetos
Gc (p<0,005 ANOVA entre GexCe e GexSc).

Na comparagio das médias do DI entre os 3 subgrupos respectivos dos Grupos
I e II (GxGc, CxCc e SxSc) observou-se elevagdo significativa em todos subgrupos do
Grupo I (p>0,05 ANOVA).
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Diametro

(um)
8§ o § s § e
Sk "
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100-

GRUPO I GRUPO II

Grupo I = sem corticosteréide; Grupo II = com corticosterdide

G= gastrosquise; C= controle; S= sham; *p < 0,05 Intra-Grupo (G X C ¢ G X S); §p < 0,05 Inter-Grupo
(GXG,CXCeSXS)

Grifico 11- Didmetro, em micrémetros, em corte transversal dos intestinos de fetos

G, C e S dos Grupos I e II, com desvio padrdo e diferenga estatistica.
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Tabela 2- Resultados das variaveis histologicas de intestinos de fetos de ratas submetidos a
gastrosquise 2os 18,5 dias de gestagdo sem (Grupo I) e com a administragao

materna de corticosteroide (Grupo II).

GRUPO 1 GRUPO IT
G C S Ge Cc Sc
n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
Espessura
33.37 27,08 26,85 40,97 28,66 26,54
Mucosa
(= 10,80)* (+4,72) (= 3,35) (£ 15,23)# (*3.62) (+4,18)
(MU) (um)
Muscular
i 16,84 10,83 10,15 16,52 10,25 10.82
Circular
(+ 4.48)* (=141 (= 1,14) (+ 4,07 *1,72) (+ 1,86)
(MC) (pm)
Muscular 12,60
] 10.85 8,20 7,62 6.95 9.05
Longitudinal (+6,52)#
(* 2,98)* (£0,65) (£ 1,00) (£ 1.61) (*+1,27)
(ML) (um)
Espessura
3,58 2,49 247 452 2.48 2,36
Serora
(+0,50)* (£ 0,36) (=0,21) (= 1,89)# (= 0,26) (+0,24)
(SE) (pm)
Espessura
64.66 48,62 47.11 74,62 48.36 48.76
Total Parede
(& 17,35)* (*6.55) ( 4,80) (= 27,01)# & 5,44) (= 6.86)
(pm)
Diametro
1.128,54 848,19 852.20 1.200,94 967,36 916,79
Intestinal
*28566)* (11487) & 6836) (£102,09)#+ (£5960)§ 93.18) ©
(DD (um)

Os valores representam as médias (desvio padrdo). Ndo houve diferencas significativas nas comparagdes entre

C versus S ou Cc_versus Sc .

G=gastrosquise sem corticosteroide; C=controle sem corticosteroide; S=sham sem corticosteroide;
Ge=gastrosquise com corticosteroide; Cc=controle com corticosterdide; Sc=sham com corticosteroide.

*p< 005 versus C and S; #p< 0.05 versus Cc and Sc; +p< 0.05 versus G; §p< 0.05 versus C;
o p< 0.05 versus S.
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MU= camadas mucosa e submucosa; CM= camada muscular circular, LM= camada muscular longitudinal;

SE~= serosa.

Figura 5- Fotografia microscopica demonstrando os achados histologicos: (A) intestino de

feto controle; (B) intestino de feto com gastrosquise (magnificagdo x 200).
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Figura 6- Fotografia microscopica demonstrando as diferengas no didmetro intestinal:
(A) intestino de feto controle (863um); (B) intestino de feto com gastrosquise

(1.407um) (magnificagdo x 20).
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5.3- Resultados da anilise bioquimica (Tabela 3)
5.3.1- Proteina

As dosagens de proteina foram cormigidas pelo peso intestinal, desta forma,
obtendo-se a quantidade de proteina por grama de tecido intestinal e excluindo-se a variavel
das diferencas significativas do peso intestinal entre os fetos com gastrosquise € seus
respectivos controles e sham. Na comparagio intra-grupo (G x C x S) aos 18,5 dias de
gestagio, com e sem corticosteroide, notou-se que as dosagens de PI sdo reduzidas nos

fetos com gastrosquise.

A analise comparativa entre os grupos de diferentes idades gestacionais ndo
demonstrou diferencas significativas nas dosagens de P1. Entretanto, na comparagio entre
OS grupos com Vversus sem corticosterdide, em ambas idades gestacionais, observou-se
elevagio significativa no conteiido de PI em todos subgrupos (G, C e S), quando houve

administragdo de corticosterdide (p<0,05 ANOVA).

5.3.2- Citocinas

As dosagens intestinais de proteina ¢ citocinas IL-1, IL6, IL10, TNF-a e IFN-y,
com defeitos criados aos 18,5 dias de gestagfio, com e sem administragio corticosteroide,
estio condensadas na Tabela 3. Na anilise comparativa entre fetos G, C ¢ S dos mesmos
grupos (intra-grupo) ndo houve diferencas significativas para nenhuma das citocinas
investigadas.

Ao comparar 0s grupos com ¢ sem administracio de corticosteroide, de mesma
idade gestacional, também ndo houve mudangas significativas nas dosagens das citocinas.
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Tabela 3- Resultados das dosagens intestinais de interleucinas: IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a,
IFN-y e proteina de fetos submetidos a gastrosquise, controle ¢ sham aos

18,5 dias de gestagio, com (GRUPO I) e sem (GRUPO II) administracdo de

corticosterdide.
GRUPO 1 GRUPO II
G C s Ge Ce Se
n=6 n==6 n=6 n==6 =6 n=6
-1 49 71.5 522 52 36.5 47
(=40) *27.1) E13) (* 13.3) {(£3.8) (=11.5)
IL-6 166.5 190.5 186.8 190.5 213.5 192.5
& 1D & 10.7) (+159) (+115) 38.1) *6.9)
1.-10 28 24.6 28.8 22.5 28 283
(*5.2) & 1.3) (#0.3) (& 0.6) *4) (*5.5)
TNF-o 0.11 0.19 0.16 0.09 0.14 0.1¢4
& 0.04) (+0.03) (& 0.04) & 0.01) (& 0.05) (+0.1)
TFN-y 56 7.9 5.6 54 55 6.2
& 0.9) & 2.0) @ 15) @0.17) (+0.14) (& 0.44)
0,144 0,211 0,233 0,186 0,208 0,256
Proteina/PI

(& 0,01)* (£ 0,03) @©0,02) (002  003)§  (004x0

Os valores representam as médias (desvio padrdo) em pg/ml de homogenato de tecido intestinal. Nao houve
diferenca significativa entre G x C x § do mesmo grupo (intra-grupo) ou inter-grupos para as citocinas.
G=gastrosquise; C=confrole; S=sham; Gec=gastrosquise com corticosterdide; Ce=confiole com
corticosterdide; Ss=sham com corticosterdide; PI= peso intestinal

*= p<005 versus C ¢ S; # pD05 versus Cc ¢ Sc; += p<0,05 versus G; § p<0,05 versus C;
o= p<0,05 versus S
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6- DISCUSSAO

74



Os avangos nas técnicas cimirgicas e nos cuidados pos-operatorios foram fatores
decisivos para o aumento da sobrevida dos neonatos portadores de gastrosquise nas ultimas
décadas. A compreensio das consegii€ncias hemodinimicas da reducdo sob pressdo das
alcas edemaciadas, para uma cavidade abdominal pouco desenvolvida, resultou na
prevengio da sindrome de compartimento abdominal. Desta forma, as conseqii€ncias
pos-operatorias da hipertensdo do compartimento abdominal, como insuficiéncia renal e

respiratoria, puderam ser minimizadas.

Entretanto, o dano intestinal € ainda responsavel pela elevada morbidade e,
eventualmente, pela mortalidade destes pacientes. Os fatores que contribuem para a
morbi-mortalidade da doenca s3o conseqiéncias diretas ou indiretas do processo
inflamatério iniciado intra-Gtero, decorrente da prolongada exposigdo das algas intestinais
ao LA (SNYDER, 1999; DRIVER, e al, 2000; SANTOS ef al, 2003). As complica¢des
mais freqilentes incluem prematuridade, baixo peso, atresias e estenoses intestinais, além de

ECN ¢ hipomotilidade intestinal.

Sugere-se que a inflamag3o intestinal ¢ conseqiiéncia do contato com
componentes do LA e ndo uma lesdio primariamente isquémica (ALBERT et al, 1993,
2001; GUO ef al., 1995; CORREIA-PINTO ef al., 2001, 2002; YU er al., 2003, 2004).
O encurtamento, dilatagio ¢ espessamento intestinal na gastrosquise ocofrem,
principalmente, no altimo trimestre da gestagdo, quando o LA sofre modificagbes em sua
composigio relacionadas, em parte, 4 maturagio da fungdo renal fetal (TIBBOEL ef al,
1986; LANGER ef al., 1989; SHAW et al., 1994). Os niveis de uréia, creatinina ¢ mecdnio

se elevam, enquanto a osmolaridade e o sddio diminuem.

Acredita-se que tais alteragdes nas concentragdes do LA desempenhem papel
imporiante na génese do processo inflamatério intestinal da gastrosquise (KLUCK et al,
1983; TIBBOEL et al., 1985). Estudos experimentais comprovaram que a presenga de
mecOnio no LA esté relacionada ao dano intestinal, porém o mesmo ndo ocorren em relagio

a urina (CORREIA-PINTO et al., 2002; ALBERT e¢f al., 2003).

A compreensdo da fisiopatologia do dano intestinal causado pela exposi¢éio das
alcas ao LA, especialmente no final da gestacdo, € de fundamental importéincia para tracar
estratégias no tratamento deste defeito congénito. Estudos ja demonstraram que as algas
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intestinais apresentam-se inflamadas, com conseqiientes alteragdes fiincionais, como perda
da contratitidade, diminni¢3o da atividade enzimatica das vilosidades e alteracdes da sintese
de colageno na regifo submucosa (O’NEIL & GROSFELD, 1974; STRINGEL & FILLER,
1979; TIBBOEL ef al., 1985). Entretanto, a compreenséo dos processos inicials da resposta
inflamatéria na gastrosquise, bem como seus mediadores, carece de investigacio e € de

vital importincia para seu planejamento terapéutico.

O processo inflamatério agudo € a resposta precoce do organismo a infecgdo,
lesio imune, ou toxica tecidual. Uma de suas principais fungdes ¢ recrutar células
inflamatérias ao local da lesdo, onde poderfio auxiliar na erradicagdo dos agentes nocivos;
além de degradarem o tecido necrdtico resultante do dano celular, desencadeando os
eventos de cura ¢ reconstituigdo dos tecidos danificados. Entretanto, as células
inflamatérias também podem apresentar efeitos deletérios, prolongando a inflamagio e
induzindo lesfio tecidual. Tal efeito ocorre através da liberagdo de enzimas, radicais toxicos

do oxigénio e mediadores quimicos, como as citocinas (ABBAS & LICHTMAN, 2004).

Os piveis de citocinas no LA apresentam elevagdes progressivas com a
evolugio da gestacio. Entretanto, a cinética da produgéo de citocinas no LA ainda ndo €
bem compreendida. Aparentemente, no final da gestagdio, ocorre um processo inflamatorio
fisiologico nos tecidos corio-amnidticos, mediados pela produgdo local de citocinas
(OPSILN e al., 1993; GUNN ef al.,1996; KEELAN et al., 1997).

A busca por um método que previna ou minimize a lesio inflamatéria intestinal
é um esforgo atual. Autores desenvolveram técnicas experimentais para evitar o contato
entre o intestino extruso ¢ o LA com resultados favoraveis (LANGER ef al., 1990,
ALBERT ef al., 1993). Outras pesquisas incluem a amniocentese com amnio-dilui¢3o e
administragio de corticosterdides (GUO et al,, 1995; YU et al., 2003, 2004).

Os corticosteroides tém conhecidas acdes anti-inflamatorias, além de agirem
sobre a permeabilidade de membranas, sintese enzimatica e transporie da mucosa.
Sua administraciio no periodo pré-natal é capaz de acelerar a maturaggio da barreira mucosa
intestinal, bem como de elevar a atividade de algumas enzimas (BUCHMILLER et al,
1994; GUO et al, 1995). Suas agbes imunossupressoras ¢ anti-inflamatorias estdo ligadas
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de forma indissolivel, pois ambas resultam, principalmente, da inibigdo de fungbes
especificas dos leucdcitos, como a sintese e a acdo das citocinas. Os corticosteroides inibem
os fenbmenos iniciais do processo inflamatério, como edema, deposigio de fibrina,
dilatagio capilar, emigragdo de leucécitos e atividade fagocitaria. Suprimem, também,
as manifestacbes tardias, como proliferacio de capilares e fibroblastos, deposi¢do de
colageno e cicatrizagdo. Ao inibirem a sintese e liberagdo de IL-1, os corficosteroides
também suprimem a ativacdo das células Th. Desta forma, reduzindo sua toxicidade ¢
inibindo a sintese de varias citocinas, como TNF-a e IFN-y. A inibi¢3o do crescimento ¢
outro efeito bem conhecido dos corticosterdides, tanto em seres humanos como em tecidos
de animais de laboratério (GILMAN, 1991). AGHAJAFARI ef al. (2002), em estudo
metanalitico, reportaram que a administracio pré-natal de corticosteroides em modelos
animais tem efeitos benéficos ao desenvolvimento pulmonar, porém causa retardo do

crescimento fetal intra-utenno.

SLOTKIN ef al. (1992) demonstraram a ocorréncia de retardo do crescimento
intra-uterino em fetos de ratos expostos a altas doses, fato este ndo reproduzido em baixas
doses de corticosterdide. Além disto, as mesmas baixas doses adminisiradas a ratas
gravidas promoveram o desenvolvimento remal fetal, enquanto doses elevadas ndo.
Em mulheres gravidas, a2 dose total de dexametasona € preconizada em 24 mg,
correspondendo & cerca de 0,3 a 0,4 mgkg. A meia-vida da dexametasona € de
36 a 72 horas e uma dose fnica foi suficiente para induzir a maturagdo pulmonar € renal em
fetos de ovelha (ERVIN et al., 2000, SMITH er af, 2000). JOBE & SOLL (2004)
sugeriram que uma finica dose de corticosterdide de 0,1 mg/kg seria um tratamento efetivo

€ menos t0xico para mutheres em trabatho de parto prematuro.

No presente estudo, optou-se pela administragio intra-peritoneal materna de
corticosterdide, presumindo que haveria efeito favoravel sobre o processo inflamatdrio
intestinal fetal bem como sobre sua maturagio. Realizou-se o procedimento ao final da
gestacdo, periodo em que ocorre a lesdio intestinal na gastrosquise, além de coincidir com o
pico da maturag3o imtestinal fetal. A dose de corticosterdide foi definida com base na
literatura, onde foram relatados resultados positivos na maturagdo intestinal ¢ puimonar,
com doses de 0,2 a 0,5 mg/kg (BUCHMILLER et al., 1994; GUARINO et al., 2000).

Discussdo

77



CORREIA-PINTO et al. (2001), observaram que os fetos submetidos a
gastrosquise experimental apresentaram peso corporeo reduzido a0 nascimento.
Este achado foi corroborado pelo presente estudo. A subtragdo do peso intestinal, elevado
nos fetos com gastrosquise, permitiu a confirmagio da ocorréncia de RCIU. O indice
PC-PI, desta forma, contribuiu para a determinagio do peso fetal real, excluindo-se a
variavel do peso intestinal entre os fetos G, C e S. A hiptese de que o RCIU esta
diretamente relacionado a gastrosquise além de ser evidenciada em humanos, também foi
confirmada em modelo experimental (FRANCHI-TEIXEIRA ef al., 2005).

Fetos humanos portadores de gastrosquise foram estudados e classificados no
periodo pré-natal por ultra-sonografia, sendo que RCIU esteve presente em 43 % dos casos
(RAYNOR & RICHARDS, 1997). Aproximadamente metade dos fetos portadores de
gastrosquise apresenta RCIU (ANTEBY e al., 1999). A administragio de corticosteroide
no Grupo II ndo apenas intensificou o RCIU dos fetos G, como também induziu RCIU nos
fetos C e S. Fato este ndo observado em estudos experimentais prévios (GUO er al., 1995;
YU ef al., 2003, 2004). Tais achados demonstram que a dose de dexametasona utilizada foi
sobre as vias hormonais do crescimento (SLOTKIN ef al., 1992; THIRONE ef al., 2002).
Altas doses de corticosterdides no terceiro trimestre também estio associadas 2 RCIU em
humanos (OSTENSEN & SKOMSVOLL, 2004).

O Cl também foi drasticamente afetado nos fetos com gastrosquise,
demonstrando o impacto negativo da exposi¢io ao LA sobre seu desenvolvimento.
O CI atingiu apenas 60% do normal nos fetos G e a administragdo de corticosteroide néo
apresentou efeito sobre esta varidvel. O CI reduzido na gastrosquise ainda € pouco
compreendido. Questiona-se se haveria a ocorréncia de encurtamento intestinal ou de
retardo em seu desenvolvimento. Além do dano intestinal cansado pelo contato direto com
o LA, ocorreria uma resposta inflamatéria sistémica, que, assim como justificaria o RCIU,
também explicaria um retardo no desenvolvimento intestinal (GOMEZ ef al., 1998).

O PI dos fetos com gastrosquise foi significativamente maior que dos fetos C ¢
S. Considerando-se que os fetos G sdo menores e seus intestinos mais curtos, o fato de

apresentarem iniestinos mais pesados traduz a intensidade do processo inflamatorio.
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Quando o PI foi corrigido para o CI (PI/CI) as diferencas se tornaram ainda maiores,
com valores mais de 100% aumentados para fetos G, quando comparados aos respectivos
controles. A administracio de dexametasona foi capaz de reduzir significativamente o PL
mesmo quando corrigido pelo CI. Entretanto, a redugdo do Pl niio ocorreu apenas nos fetos
G, como também nos C e S. Este fato poderia ser explicado pela agdo inibitéria do
cotticosterdide sobre o desenvolvimento intestinal; além de seus efeitos anti-inflamatorios

com redugfio do edema ¢ da deposigio de colageno na matriz extra-celular.

O processo inflamatorio causa dismotilidade e suboclusdo intestinal,
com didmetro intestinal aumentado e, desta forma, podendo haver um aumento no conteado
intra-luminal nos fetos com gastrosquise. Embora o conteddo intra-luminal possa
influenciar na determinagdo do PI dos fetos G, assim como em estudos prévios,
ndio foi possivel a utilizagdo de um método que excluisse o conteiido intestinal,
que ndo comprometesse outras variaveis (CORREIA-PINTO et al., 2001, 2002; YU et al,
2003, 2004).

O estudo histologico demonstrou o aumento da espessura de todas as camadas
da parede intestinal nos fetos submetidos a gastrosquise, demonstrando que o aumento do
PI esta relacionado a0 espessamento global do intestino. Contrariando estudos prévios,
a administraciio de corticosterdide ndo reduzin o espessamento da parede intestinal nos
fetos G (YU et al., 2003, 2004). Entretanto, tais estudos ndo consideraram as diferencas de
espessura entre os segmentos intestinais, uma vez que nao padronizaram qual porgéo do

intestino foi avaliada.

No presente estudo, observou-se uma grande discrepincia na espessura da
parede intestinal entre segmentos proximais € distais. Constatou-se maior espessura €
dimetro intestinal para segmentos proximais. O achado histologico de maior didmetro
intestinal em fetos G corrobora as evidéncias de que ocorre dismotilidade intestinal e um
processo de suboclusio ja no periodo fetal. O fato da administragio de corticosteroide ter
reduzidlo o PI nos fetos G sem diminuir o espessamento da parede intestinal,
pode representar evidéncia indireta de que a reducdo do peso foi secundaria ao decréscimo
na deposicao de agua, colageno e proteinas na matriz extra-celular (LANGER et al., 1990;
SRINATHAN er al., 1995; YU et al, 2003, 2004).
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Fetos portadores de gastrosquise apresentam perda de proteinas duranmte o
periodo gestacional. Amostras colhidas do LA e do corddo umbilical, no momento do parto,
demonstraram que esses individuos apresentam uma significativa diminui¢do do conteiido
protéico. (CARROL et al, 2001). Esta observagio foi confirmada no presente estudo.
A dosagem de proteina intestinal estava reduzida nos fetos com gastrosquise. Estes achados
estio em concordincia com a literatura, a qual demonstra uma reduzida populagdo e
proliferagio cefular intestinal na gastrosquise (SRINATHAN e al., 1995; YU et al., 2003,
2004). A administracio de corticosteroide elevou as dosagens de proteina em todos os
subgrupos, sugerindo um estimulo a maturagio intestinal, com elevagio da atividade
enzimética e reducio da apoptose (YU ef af, 2003; GUO e ai., 2004). Entretanto,
deve-se considerar que as concentragdes de proteina foram corrigidas pelo peso intestinal e
que o corticosterdide o reduziu. Desta forma, ndo foi posstvel determinar se realmente
houve um estimulo 4 maturagdio intestinal pelo corticosterdide, ou apenas seu efeito sobre a

redugio do PL

Pesquisas sobre os mediadores inflamatorios intestinais na gastrosquise sdo
escassas, sendo que, até o momento, existe apenas um estudo experimental onde foram

pesquisadas citocinas em tecidos de fetos portadores de gastrosquise (SBRAGIA, 2005).

MORRISON et al (1998) demonstraram, em fetos humanos com gastrosquise,
a correlagio da presenca de meconio no LA com o dano intestinal, presenga de exsudato
inflamatério agudo composto de células polimorfonucleares ¢ consideravel elevagio dos
niveis de IL-8 no LA_ Por sua vez, a IL-8 & encontrada em altas concentragdes no mecénio,
além de ser uma potente indutora de quimiotaxia (DE BEAUFORT et al,, 1998). TSANG
et al. (1994) observaram que I1-6 e IL-8 encontram-se elevadas em pacientes que possuem
complicagBes ciriirgicas no periodo neonatal. Ambas citocinas podem constituir possiveis

marcadores precoces de morbidade neonatal.

BOLKE et al. (2002) encontraram aumento de IL-6 plasmatica em neonatos
submetidos a corregio de gastrosquise, fato que ndo foi observado em neonatos operados
por outras malformagbes gastrointestinais; sugerindo que existe uma resposta inflamatéria

sistémica iniciada intra-itero nos recém-nascidos com gastrosquise.
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Citocinas pro-inflamatérias, como IL-12, IL-18, TNF-a ¢ IFN-y,
estio relacionadas ao desequilibrio imunologico das doengas inflamatémas intestinais
(MACDONALD e¢f al., 1990; BRESSE ef al, 1994, MONTELEONE ef al, 1997,
CAMOGLIO et al., 1998; PIZARRO er al., 1999; KANAI er al, 2001). Além disto,
a ativagdo destas citocinas induz a expressdo e a produgio de IL-1 ¢ IL-6 (SANDER ez al,,
1997, HAVEMAN ef al., 1999; CHEN et ai., 2000).

Os primeiros estudos clinicos utilizando anti-corpos monocionais contra TNF-a
e a citocina anti-inflamatéria IL-10 em pacientes com doenca inflamatoria intestinal
mostraram resuliados promissores, com regressio das lesbes mucosas (ROGLER &
ANDUS, 1998; PAPADAKIS & TARGAN, 2000).

Até o momento, nio foi determinado o perfil de citocinas envolvidas na
gastrosquise. No presente estudo, as citocinas teciduais intestinais foram dosadas com o
intuito de verificar um padrio distinto de ativagdo nos fetos G; bem como avaliar se haveria

interferéncia do corticosterdide sobre as mesmas.

As citocinas avaliadas neste estudo ndo apresentaram alteragBes significativas
na comparagio entre fetos com gastrosquise e seus respectivos C e S em ambos os grnpos.
Tampouco houve alteragdo em relagio & administraggo de corticosterbide. Este fato poderia
ser explicado pela rapida elevagio e redugio dos niveis teciduais das citocinas, sendo que o
momento da dosagem ¢é de fundamental importancia na detecgfio de seus picos de secregdo.

Outro fator importante a ser considerado é o ripido crescimento fetal do rato,
pois cada dia apos os 18 dias de gestagio equivale a aproximadamente a 1 més da gestacio
de humanos. Seria possivel que, ao sacrificio, 3 dias apos o procedimento, j& tenha havido
uma fase de hiperprodugiio das citocinas dosadas. Em humanos, os picos de produggo de
citocinas podem durar apenas algumas horas. Por este motivo, pode ndo ter havido

diferencas nas citocinas entre G, C e S, ou na comparagao enire os grupos.

Uma explicagiio para o fato de ndo ter sido possivel a identificagio de um perfil
de citocinas intestinais proprio aos fetos com gastrosquise, seria a possivel origem

extra-intestinal das citocinas, como sistema cdrio-amaidtico, por exemplo. Esta hipotese €
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baseada em estudos que demonstraram que: (1) os ntveis de citocinas no LA apresentam
elevaghes progressivas com a evolugdo da gestagdo; (2) aparentemente, no final da
gestagdo, ocome um processo inflamatério fisiologico nos tecidos coOrio-amnidticos,
mediados pela produgio local de citocinas; (3) observaram-se niveis elevados de citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-8, no LA ao final da gestacgio;
(4) a intensidade de infiltrado leucocitirio no LA se correlaciona positivamente com 0s
niveis destas citocinas; (5) a fonte das citocinas do LA ¢, aparentemente, as membranas
fetais 4mnion e corion; (6) a impermeabilidade da placenta as citocinas explica a falta de
correlacio entre as dosagens séricas maternas ¢ do LA em condi¢Oes inflamatsrias;
(7) a presenga de mecdnio no LA apresenta efeito quimiotixico sobre leucocitos e

citocinas, como I1-6 e IL-8.

Tais averiguagdes vdo de encontro a patologia da gastrosquise, uma vez que:
(1) o maior dano intestinal ocorre no ultimo trimestre da gestagdo, coincidindo com a
elevacio dos niveis de citocinas no LA; (2) acredita-se que algum elemento presente no LA
seja responsavel por desencadear o processo inflamatorio na gastrosquise; (3) a presenga de
meconio no LA esta relacionada a les3io intestinal e (4) a Amnio-iransfusio parece reduzir o

processo inflamatorio intestinal.

O melhor entendimento do processo inflamatorio intestinal intra-utenino podera,
certamente, beneficiar o prognéstico dos neonatos portadores de gastrosquise e outros
processos inflamatorios fetais. Portanto, a identificacio dos mediadores inflamatérios
envolvidos, bem como sua origem ¢ um importante alvo para o desenvolvimento de novas
terapias para a gastrosquise, bem como para outras doengas onde ocorra dano inflamatério
intestinal.
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7- CONCLUSAO
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Em conclusio, pdde ser averiguado que, no modelo experimental utilizado,
fetos com gastrosquise apresentam:

1- Anglise Morfométrica: Retardo do crescimento intra-uterino; comprimento intestinal
reduzido ¢ peso intestinal elevado. A administragdo de corticosterdide promoveu agravo
do retardo de crescimento intra-uterino e redugdo do peso intestinal nos fetos com

gastrosquise.

2- Andlise Histologica: Espessamento de todas as camadas da parede intestinal e dilatacio
das alcas intestinais. A administragdo de corticosterdide néo apresentou efeito sobre tais

variaveis.

3- Andlise Bioquimica: Déficit de proteina intestinal, sugerindo inibi¢go da populagio ¢
proliferagio celular pelo processo inflamatério. Auséncias de ativagio intestinal do
perfil de citocinas investigado. A administracio de corticosterdide foi capaz de reduzir o
déficit de proteina intestinal, sem, entretanto apresentar efeito spobre as citocinas

- avaliadas.
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