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RESUMO



Atresia de Es6fago (AE) € um defeito que incide em 1:2500-4500 nascidos vivos sendo que
de 50 a 80% das vezes estd associada a outras malformacdes neonatais. No periodo pré-
natal, suspeita-se de AE pela auséncia ou diminui¢do da bolha géstrica e presenca de
polidramnio. Os mecanismos embriolégicos que tentam explicar a divisdo do intestino
anterior em esofago e traquéia ainda ndo estao esclarecidos. A aplicacdo intraperitoneal de
Doxorrubicina (Dox) em ratas é o modelo experimental mais utilizado para produzir
defeitos fetais e explicar os mecanismos de formacdo da AE. O objetivo deste estudo foi
testar, neste modelo experimental, a dose de 2,2 mg/kg de Dox, administrada num total de
dois dias, do 8° ao 9° dia de gestacdo e identificar nos fetos a freqiiéncia de AE, de
malformacdes viscerais e externas correlacionando-as com o liquido amnidtico (LA).
Foram utilizadas ratas Sprague-Dawley gravidas (gestacao=22 dias) que foram divididas
em dois grupos: grupo Dox, onde foi administrada a dose de 2,2 mg/kg de Dox, intra-
peritoneal do 8° ao 9° dia de gestacdo e grupo Controle, onde foi administrado o mesmo
volume de soro fisiolégico 0,9%. Com 21 dias de gestacdo, as ratas foram anestesiadas e
submetidas a laparotomia mediana com retirada dos fetos, em seguida foram medidos os
pesos do saco gestacional (feto, placenta, membranas e liquido amnidtico), do feto, das
membranas e placenta e do LA. Para a obtencdo do peso do liquido amniético foi realizado
calculo pela diferenca dos pesos entre o saco gestacional e a soma dos pesos do feto,
membranas e placenta. Cada feto foi dissecado para identificacio de AE e anomalias
associadas. Para avaliar as varia¢des do peso do LA em todos os fetos com AE associadas a
uretero-hidronefrose (UHN) bilateral, os fetos foram divididos em trés grupos: grupo de AE
com FTE (grupo I), grupo AE sem FTE (grupo II) e grupo Controle (grupo III). Para
andlise estatistica dos pesos do LA entre o grupo Dox e o grupo Controle foram utilizados o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para comparacio dos pesos do LA entre os grupos
A, B e C foi utilizada a andlise de variancia simples (ANOVA One-Way), com
transformacgao de postos das varidveis e, ainda, utilizado teste de comparagcao multipla de
Duncan. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Os resultados revelaram 81
fetos do grupo Dox, sendo 74 vivos (91%), todos malformados e sete mortos (9%). No
grupo Controle, 21 fetos foram obtidos, todos vivos e sem malformacdes. As malformagdes
encontradas foram: 70 fetos com UHN (95%); 68 fetos com atresia de esdfago (92%); 68

fetos com atresia de duodeno (92%); 62 fetos com agenesia de bexiga (84%); 37 fetos com
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malformacdes da cauda (50%); 27 fetos com atresia jejuno-ileal (36%); 17 fetos com
anomalia ano-retal (23%); 16 fetos com timo ausente (22%); 14 fetos com associacdo de
VATER (19%); sete fetos com malformagdes dos membros (9%); cinco fetos com agastria
(7%); cinco fetos com atresia de bexiga (7%); quatro fetos com estenose de traquéia (5%),
dois fetos com associacdo de VACTERL (3%) e feto apresentou cisto de pancreas (1%). O
grupo Dox apresentou os pesos do saco gestacional, o peso corporal fetal, o peso do LA e o
peso da placenta e membranas amniocoridnicas menor que os pesos do grupo Controle
(p=0,0001) quando utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para comparagdo
dos pesos do LA entre os trés grupos (I, II e III), utilizando o teste de ANOVA nos postos,
verificou-se que houve diferenca significativa entre os trés grupos (p=0,0001). Utilizando-
se o teste de Duncan nestes trés grupos nota-se que houve diferenga significativa apenas
quando comparados o grupo I com III e IT com III (p<0,05), sendo que ndo houve diferenca
significativa entre 1 e II. Conclui-se que o modelo experimental utilizando Dox foi
adequado para producdo de AE e das malformagdes viscerais associadas. A utilizacdo da
Dox numa dose maior € em menor tempo de aplicagdo (dois dias) permitiu a identificagdo
de 92% de AE nos fetos do grupo Dox, que foi um resultado mais expressivo que os
publicados na literatura. Houve aumento do peso do LA nos fetos do grupo Dox, estando o
LA maior nos fetos do grupo II, ou seja, aqueles com UHN bila-bilateral associadas a AE
sem FTE.. A associacdo entre UHN bilateral e AE sugere que a origem da UHN seja de
causa obstrutiva (anatdmica), e sugere-se que esta dilatacdo do sistema urindrio esteja na
formacdo embriolégica da implantacdo dos ureteres préximos a uretra, mesmo nos fetos
com agenesia ou atresia da bexiga, permitindo assim que a urina passe para a cavidade

amnidtica, passando a fazer parte do LA, aumentando seu peso nos fetos do grupo Dox.
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ABSTRACT



Esophageal atresia (EA) is a congenital pathology that occurs in 1:2500 to 4500 newborns.
The associated malformations are presented in 50-80% of the cases and the diagnosis can
be suspected in the prenatal period due to maternal polyhydramnius or by diminish or
absence of gastric bubble. The embryological mechanisms of the foregut division of the
esophagus and trachea are not well explained yet and its etiology remains uncertain.
Experimental rat model using Doxorrubicin (Adriamycin®) has been used to produce
visceral malformations in fetuses and to explain EA formation and the mechanisms of the

foregut division. That model varies in doses of Doxorrubycin (1.5 to 2.5mg/kg), and in

number of applications (from 6th to 9th gestational days).

Were used an experimental model with 2,2 mg/kg of pregnant rat for 2 days (8th apnqg oth
gestational days) IP. The aim was to demonstrate the efficacy of that new combination,

identify EA, TEF and visceral malformations and correlate them with amniotic fluid.

In the 21" day of gestation all the dams underwent to cesarian laparotomy, under general
anesthesia. Were studied the weigh of the complete gestacional sac, fetus body, placenta
(and membrane) and finally amniotic fluid. External and internal malformations were

searched and identified as well.

As a result, 81 fetuses were obtained: 74 (91%) alive and 7 (9%) dead (4 resorptions and 3
hydropics, all were excluded from study). UHN was presented in 70 fetuses (95%), 63
(90%) bilateral and 7 (10%) unilateral. EA in 68 fetuses (92%) of 74, 46 (68%) with
tracheo-esophageal fistula (TEF) and 22 (32%) without TEF, Duodenal Atresia (DA) in 68
(92%), Bladder Agenesis (BA) in 62 (84%), tail malformation 37 (50%), VATER
association in 14 (19%) and VACTERL association in 6 (8%). Were obtained 2 rare and

curious malformations: 4 (5%) stenosis of the trachea and 1 (1%) pancreas cyst.

Fetuses in Dox group presented weigh of gestational sac, fetus body, membrane and
placenta and amniotic fluid lower than those in the Control group (p=0,0001, Mann-

Whitney test).
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Amniotic fluid weigh evaluation in the fetuses with EA with TEF (group 1) and EA without
TEF (group II) associated to bilateral uretherohidronefrosis comparing with Control group
(group III) shows higher amount of amniotic fluid (p=0,0001, ANOVA One-Way, ranks),
and there was not difference between group I and II (p<0,05, DUNCAN test).

In conclusion, Dox experimental model was adequate to produce esophageal atresia and
visceral associated malformations. Using Dox in a higher dose and in a shorter period of
time, 2 days, produced 92% of EA, and presented meaningful results than those described

in the literature.

Concerning to amniotic fluid, the association of bilateral UHN and EA suggests that
anatomic causes are involved, possibly in the implantation of ureters next to urethra, but

this kind of obstruction permits passage of urine of the fetus to amniotic fluid.
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1. HISTORICO

A primeira publicacdo de atresia de esdfago (AE), com fistula traqueo-
esofdgica (FTE) da histéria, foi creditada a William Durston em 1670 em seu relato “A
narrativa de um monstro nascido em Plymouth...”, no qual o esdfago proximal terminava
em fundo cego em um dos gemelares téraco-onfalépagos. Outra descricao mais detalhada
da AE com FTE foi publicada no livro The Anatomy of Human Bodies Epitomized de
Thomas Gibson em 1697 (HAIGHT, 1957).

O primeiro relato de sucesso do tratamento cirdrgico da AE com FTE em um s6
tempo foi creditado a Cameron Haight, da Universidade de Michigam nos Estados Unidos.
Durante cinco anos, de 1935 a 1939, Haight tentou cinco vezes a corre¢do da AE com FTE
sem éxito, mas em mar¢co de 1941, um bebé do sexo feminino, com 12 dias de vida foi

operado e permaneceu vivo (HAIGHT & TOWSLEY, 1943).

LEVIN (1940) seguido de LADD (1944) publicaram relatos de dois pacientes
portadores de AE que sobreviveram a corre¢do, mas foram submetidos a varios tempos
cirargicos. LONGMIRE (1947) publicou a primeira série de quatro neonatos portadores de

AE com FTE distal foram operados em um tnico tempo cirdrgico permanecendo vivos.

Para classificar as formas de apresentacdo da AE e FTE, vdrias terminologias
foram propostas (SWENSON, 1948 e KOOP, 1954 apud PINUS, 1998), mas, a mais
utilizada € a proposta por GROSS (GROSS, 1953).

Embora as classificagdes da AE e FTE sejam anatomicas, nenhuma relaciona o

tipo de apresentacdo da AE com o prognoéstico e sobrevida destas criangas.

Para avaliar o risco cirurgico e correlaciond-lo com o progndstico dos
portadores de AE, WATERSTON & BONHAM-CARTER (1962) descreveram uma
classificagdo utilizando os critérios neonatais de peso ao nascimento e da gravidade da
malformacdo cardiaca e/ou outras anomalias congénitas associadas. Os autores
caracterizaram trés grupos de neonatos: grupo A, neonatos com peso ao nascimento maior
que 2500g e sem malformacdo cardiaca; grupo B, neonatos com peso entre 2000 e 2500g,
com malformacdo cardiaca moderada ou outras anomalias; e grupo C, neonatos com peso

abaixo de 2000g, com grave malformacao cardiaca.

Introdugdo
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Mais recentemente foram utilizaram critérios semelhantes aos de
WATERSTON & BONHAM-CARTER (1962) para avaliar o progndstico de AE e também
caracterizaram trés grupos de neonatos: grupo I, neonatos com peso maior ou igual a 1500g
e sem doencas cardiacas associadas; grupo II, neonatos com peso menor que 1500g ou
presenca de doenca cardiaca grave; grupo III, neonatos com peso menor que 1500g com
doenca cardiaca grave. Para estes grupos a sobrevida neonatal foi respectivamente 97, 59 e
22%, estando o progndstico relacionado mais com a gravidade da malformacdo cardiaca
que com o peso ao nascimento (SPITZ, L.; KIELY, E.M.; MORECROFT, J.A.; DRAKE,
D.P., 1994).

2. EMBRIOLOGIA DO ESOFAGO, TRAQUEIA E DA AE

Durante a 3° e 4° semanas de gestacdo parte do saco vitelino, revestido pelo
endoderma, € incorporado ao embrido durante a sua fase de dobramento céfalo-caudal,
constituindo o intestino primitivo, o ducto vitelino e o remanescente do saco vitelino

(MOORE et al., 2000).

O intestino primitivo desenvolve-se na forma de um tubo com extremidades
cegas, sendo que na extremidade cefdlica forma-se o intestino anterior; na por¢ao
intermedidria, o intestino médio e na extremidade caudal, o intestino posterior (SADLER,

1995), (Figura 1).

Introdugdo
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intestino médio

intestino = g intestino posterior

anterio :
cavidade

tuba

alantoide

Figura 1. Representacdo esquemadtica de seccdo sagital de embrido (3 semanas) mostrando
a formacdo do Intestino anterior, médio e posterior no inicio do dobramento

céfalo-caudal do embrido (extraido de Langmam, 7° ed.).
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Ao redor da 4° semana, inicia-se a formacdo do broto pulmonar localizado na

regido ventral do intestino anterior, e do alantéide, no intestino posterior (Figura 2).

broto l)epzitico

e T . .
—_/ intestino
boto i) ., wedo

pulmonar

cavidade

resto da
membrana

bucofaringea
alantdide

ducto
vitelino

saco
vitelino

Figura 2. Representacdo esquemdtica de sec¢do sagital de embrido (fase 4 semanas),
mostrando a evolucdo do embrido que se curva sobre a por¢do ventral do saco

vitelinico (dobramento céfalo-caudal). Notar a formagdo do broto pulmonar na

regido do intestino anterior e do Alantdide no intestino posterior.
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O primeiro sinal de desenvolvimento do sistema respiratorio aparece no 22° dia
de gestacdo, com a formacdo de um “entalhe” faringeo, incluindo o sulco laringo-traqueal,
dividindo o intestino anterior em ventral e dorsal. Nesta fase, inicia-se o crescimento de um
broto ventral que se desenvolve em direcdo ventral e caudal formando uma bifurcacdo
com intestino anterior, chamando-se a este espaco que se forma entre estas duas estruturas
de Septo Esofago-Traqueal (SET) (O’RAHILLY & MULLER, 1984 e de LORIMIER &
HARRISON, 1985).

O broto pulmonar separa-se gradualmente do intestino anterior pela formacao
do SET, delimitando ventralmente a traquéia e sua divisdo em bronquios e, dorsalmente o

esofago (SADLER, 1995) (Figura 3).

brotamentos
pulmonares

Figura 3. (A) Representagdo de modelo esquemdtico de intestino anterior e sua divisdo pelo
SET; (B) o brotamento respiratorio se desenvolve, se divide e o SET aumenta lateral
e cranio-caudalmente; (C) maior desenvolvimento dos brotamentos pulmonares e

sua divis@o mais acentuada em bronquio direito e esquerdo.
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A embriogénese da divisao do intestino anterior como descrita ainda ndo é
unanimemente aceita, pois alguns autores estudando sua embriologia, ndo evidenciaram a

existéncia do SET (ZAW-TUNG, 1982 e KLUTH, STEDING & SEIDL, 1987).

POSSOGEL, DIEZ-PARDO, MORALES et al. (1998), por meio da andlise
histolégica, mostraram que a formagdo da AE e da FTE se d4 por meio de uma falha no
processo de divisdo do intestino anterior. Este processo é comparado como o movimento de
um ziper que € interrompido antes de completar seu fechamento, provocando um

desequilibrio no material celular do intestino anterior nesta regido formando a AE.

CRISERA, CONNELY, MARMUREANU et al. (1999), acreditam que a
malformacao inicial seja a atresia do intestino anterior, pois ocorre no 11,5° dia de gestagao,
interrompendo o crescimento do tubo digestivo. Desta maneira, o brotamento pulmonar
seria dividido ndo em dois brotos secundarios, mas em trés brotos ou ramos ocorrendo
assim, uma trifurcacdo. Os ramos laterais desta trifurcacdo continuariam seu
desenvolvimento formando as estruturas respiratorias e os pulmdes. Ja, o ramo mediano
continuaria crescendo em dire¢do caudal através do mesénquima em direcdo ao estdbmago,
sugerindo que a porcao distal do esdfago (FTE) seria de origem respiratéria (CRISERA,
CONNELY, MARMUREANU et al., 1999).

Estudos complementares dos mesmos autores revelaram que a regiao da FTE,
refor¢ando a teoria da sua origem respiratoria, expressa o Fator de Transcri¢cdo Tireoidiano-
1 (FTT-1), que € um marcador imuno-histoquimico especifico para tecidos respiratorios,
pois o epitélio da regido da FTE (ramo mediano) é idéntico ao epitélio dos outros dois
ramos da trifurcacdo. Interacdes entre o mesénquima e o epitélio ditariam o padrio de

diferenciacdo e do crescimento locais que resultariam no desenvolvimento da AE e FTE

(CRISERA, GRAU, MALDONADO et al., 2000).

A apoptose € outro fator que estd envolvido na embriogénese do intestino
anterior. Este termo foi inicialmente utilizado para descrever a morte programada da célula
que ocorreria em local e hora previamente determinados. A apoptose estd envolvida na
manuten¢cdo da homeostasia dos tecidos e estaria também presente no mesénquima do

intestino anterior. Sabe-se que esta morte celular pode sofrer interrup¢do, isto €, nao
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ocorrer, devido a liberacdo de substancias de outros tecidos. Distirbios na sua ativagao

resultariam na formagdo da AE (JACOBSON, WEIL & RAFF, 1997 e WYLLIE, 1997).

3. EPIDEMIOLOGIA DA AE

A incidéncia de AE varia de 1:2500 a 4500 nascidos vivos. Estudos
populacionais mostram uma discreta predominancia de AE no sexo masculino com uma

taxa de 1,2 sobre o sexo feminino (MYERS, 1974 e PINUS, 1998).

A chance de ocorréncia de AE € maior em fetos na primeira gravidez, nas
gestantes com idade avancada, com diabete melito e naquelas sofreram exposicao

prolongada a droga tais como contraceptivos orais e talidomida (HARMON et al., 1998).

Anomalias cromossdmicas ocorrem em 6,6% dos portadores de AE, sendo as
mais conhecidas as sindromes de Patau, Edward e Down, respectivamente trissomias dos

cromosomos 13, 18 e 21 (ORFORD & CASS, 1999).

A AE € acompanhada de 40 a 57% dos casos de outras malformagdes
(HOLDER et al., 1986; HICKS, 1981). CHITTMITTRAPAP & SPTIZ (1989)
investigando 253 neonatos encontraram 122 deles (48%) com malformagdes, encontrando
ao todo 213 malformagdes sendo29% cardiovasculares, 14% anomalias anorretais, 14%

geniturindrias, 13% gastrintestinais e 10% de associagao de VATER ou VACTERL.

A incidéncia das malformacdes cardiacas, maior responsavel pela mortalidade
das AE, varia de 11 a 44% (HARMON et al., 1998). Os defeitos do septo ventricular, a
tetralogia de Fallot e a coarctacdo da aorta sdo as malformacdes cardiacas mais freqiientes

(GREENWOQD et al., 1976).

4. ASPECTOS CLINICOS DA AE

No periodo pré-natal o feto portador de AE pode ser identificado a ultra-
sonografia por apresentar diminui¢do ou auséncia da bolha gdstrica, associado a presenca

de polidramnio (McKENNA, GOLDSTEIN & STRINGER, 1995).
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Ao nascimento, o diagndstico de AE ¢ feito na sala de parto pela
impossibilidade de progressdo da sonda oro-géstrica sendo a manifestacdo clinica mais
comum do diagndstico a excessiva salivacao, presente nas primeiras horas de vida. Quando
ndo é diagnosticada na sala de parto, a AE pode provocar tosse, cianose, dispnéia e

sufocacdo e/ou aspiracdo de leite no inicio da alimentacdo (PINUS, 1998).

O diagnostico radiolégico de AE pode ser feito pela colocagdo de sonda oro-
gastrica injetando-se 2 ml de ar com o intuito de promover pequena dilatagdo na por¢ao
atrésica proximal do esdfago, que € demonstrado a radiografia simples de térax na
incidéncia antero-posterior. Se ainda houver ddvidas tanto no diagndstico de AE quanto a
localizag¢ao do coto proximal do es6fago, preconiza-se a inje¢do de 0,5 a 1 ml de contraste
1odado hidrossoluvel ndo i6nico pela sonda, com objetivo de se evidenciar a por¢ao
proximal atrésica. A radiografia simples de térax e abdome na incidéncia antero-posterior
ainda auxilia na verificacdo da existéncia de ar no abdome indicando que existe

comunicacdo da arvore respiratéria com o trato digestivo (Figura 4A, B e C) (HOLDER et

al., 1989; HARMON et al., 1998).

Figura 4. Radiografias simples de térax antero-posterior (A), mostrando imagem de ar ao nivel
das Claviculas, sugestiva de diagndstico de AE proximal. Em B, com a utilizacdo de
meio de contraste iodado hidrossolivel nao idnico confirma-se o diagnéstico de AE

proximal. Em (C) evidencia-se presenca de ar no abdome (estdomago), determinando o
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5. LIQUIDO AMNIOTICO E ALTERACOES INTESTINAIS E URINARIAS
FETAIS.

Nas primeiras semanas de gestacdo, o LA ou hidramnio é formado por
elementos que estdo em suspensdo no proprio LA, de células esfoliadas do amnio,
principalmente de descamacdo da epiderme, das membranas, da placenta das vias
respiratorias e também por lanugem e goticulas de gordura. Mas, a partir da segunda
metade da gestacao, existem duas fontes principais de formacao do LA que sdo a urina fetal
e o liquido pulmonar. Existem também, duas formas principais de remoc¢do do LA: a

degluticdo do feto e a superficie fetal da placenta (BRACE, 1997).

A urina fetal inicia sua formacdo por volta da 10" semana de vida intrauterina.
Por volta da 12 * a2 14 * semana os rins iniciam tanto a remog¢do de sédio como a
concentracdo de uréia do feto, de modo que redor da 18" semana quase todo o LA ¢é
formado pela urina fetal (REDDY & MANDEL, 1998). Na 20" semana, diminui a
contribuicdo materna para a formac¢do do LA e aumenta a contribuicdo fetal, sendo este
fendmeno conhecido como gradual predominancia fetal (BARCELLOS, J.M.; NAHOUN,
J.C.; 1998).

O volume de LA normalmente varia sua quantidade conforme a progressao da
idade gestacional. Alteragdes para mais ou para menos no volume de LA podem decorrer
de doencas maternas ou patologias fetais. Devido a importancia da participacdo da urina
fetal no volume de LA que atinge sua maxima capacidade por volta de 18 a 20 semanas de
gestacdo, qualquer alteracao na producao de urina pode influenciar o desenvolvimento fetal

e complicar a evolucdo da gestacao (HOTTA, ISHIMATSU, MANABE, et al., 1993).

A regulacdo do volume do LA ainda ndo € bem conhecida. Por outro lado, o
fluxo de urina fetal, a secrecdo de liquido pulmonar e a degluticdo do LA pelo feto sdo
reconhecidamente regulados e a interagdo destes fluxos, provavelmente, regula o volume

final do LA.

Por meio de indices qualitativos e semiquantitativos de ultrassonografia o
volume do LA tem sido rotineiramente determinado. Ao final da gestacdo, quando o LA
tem volume médio de 700-800 ml, aproximadamente 1 litro de liquido entra e sai do

compartimento amnidtico diariamente (Diagrama 1). O fluxo urindrio neste compartimento
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corresponde a um volume de 800-1200 ml/dia comprovando a contribui¢do urindria fetal

para o LA (BRACE, 1997).

Feto

Degluticiio Urina fetal
500-1000 ml 800-1200 ml

Liquido
170 ml Pulmonar

Intramembrana
200-250 ml

Amniotico
Transmembrana
10 ml

Diagrama 1. Esquema do fluxo dos liquidos para dentro e para fora do espago amnidtico e sua

relagdo com o feto. Notar o volume urindrio e quantidade deglutida pelo feto

(extraido de BRACE, 1997).

O aumento do volume do LA € chamado de polidramnio relacionando-se as
doencas maternas ou a defeitos estruturais fetais, especialmente as atresias do trato
gastrintestinal, defeitos cardiovasculares e do sistema nervoso central (HOTTA,
ISHIMATSU, MANABE et al., 1994). O polidramnio ocorre com maior freqiiéncia em
fetos com atresias intestinais proximais do que naqueles com atresias distais,
provavelmente porque nas atresias intestinais distais haja uma extensdo maior de intestino
que preserve o mecanismo absor¢do do LA. O contrdrio ocorre nas atresias intestinais

proximais como a AE e AD, onde a extensdo do intestino ndo € suficiente para manter o

Introdugdo

25



mecanismo normal de absor¢do de todo o LA deglutido, levando ao polidramnio

(KIMBLE, HARDING & KOLBE, 1998).

O oligodramnio, diminui¢ao do LA, pouco comum, pode ser diagnosticado no
segundo e terceiro trimestres da gestacao sendo reconhecida condi¢do clinica na qual ocorre
um iminente e grave comprometimento fetal, com aumento da mortalidade perinatal.
Portanto, é necessaria uma avaliac@o rigorosa do feto para pesquisa de malformacdes que
possam promover a obstrucdo do sistema urindrio, a diurese fetal e, conseqiientemente, a
diminuicio do LA (BARSS, BENACERRAF & FRIGORETTO, 1984 e BASTIDE,
MANNING, HARMAN et al., 1986).

6. MODELO EXPERIMENTAL DE AE

O modelo experimental para estudar a embriogénese da formacgdo do esofago e
da traquéia utiliza Doxorrubicina (Dox). THOMPSON (1978), utilizando ratas Sprague-
Dawley gravidas expostas a Dox obteve fetos com AE e miultiplas outras malformacdes
associadas. Durante 18 anos nao houve mais publicagdes referentes ao estudo da AE com
este modelo até que DIEZ-PARDO et al. (1996) retomaram o mesmo modelo pesquisando

a dose mais adequada de de Dox para se obter AE.

A Dox é um antibidtico glicosidico da Antraciclina, extraido do Streptomyces
peucetius caesius, que atua na fase S do ciclo celular, fase na qual ocorre a sintese do DNA.
Na pratica clinica é utilizada em doencas como sarcomas de tecidos moles, doenga de
Hodgkin, linfomas ndo-Hodgkin, leucemias agudas, cancer de mama e outros

(CALABRESI & CHABNER, 1996; QI, 1996) (Diagrama 2).

O modelo de Dox em ratos, utilizado nas doses entre 1,5 a 2,5 mg/kg de peso,
administrado entre o 6° e 9° dias de gestacao induz malformacgdes digestivas, respiratorias,
cardiovasculares, urindrias e 6sseas. A semelhanca das malformagdes obtidas como as
encontrados em humanos, permite utilizar este modelo para estudar os mecanismos da

embriogénese, especialmente a AE (THOMPSON, 1978).
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Os trabalhos iniciais buscavam estabelecer a dosagem mais adequada, o nimero
de aplicacdes e a fase do desenvolvimento embriondrio mais apropriado para produzir os
defeitos necessarios, sem, contudo, causar o ébito dos fetos (DIEZ-PARDO et al., 1996;

XIA et al.,1999; ORFORD & CASS, 1999).

A administracdo de doses altas e muito precoces durante a gestacdo leva a
morte ou a reabsor¢do da grande maioria da prole. Em contrapartida, doses muito baixas e
administradas tardiamente ndo produzem as malformacdes esperadas (BEASLEY, DIEZ-
PARDO, Q]I, et al., 2000). A Dox administrada acima da dose de 2,5 mg/kg de peso pode
levar a involugdo ou reabsor¢do dos fetos e ao insucesso do experimento (ORFORD &

CASS, 1999).

A maioria dos experimentos utiliza dose unica didria de Dox variando de 1,5-
2,2 mg/kg de peso, administrada diariamente via IP, num total de quatro dias, do 6° ao 9°
dia de gestacdo (gestacdo da rata: 22 dias), para se obter tanto um nimero suficiente de AE
bem como de malformacdes viscerais associadas (QI et al.,1996; XIA et al., 1999;

CRISERA et al., 2000).

S > G, |» M

Sintese de DNA Intervalo pré- Anifase, Teléfase
mitotico MITOSE

AN

Doxorrubicina

Fase de repouso

Diagrama 2: Representacdo esquemadtica do ciclo celular mostrando a fase S da
sintese de DNA onde atuam drogas como os quimioterdpicos bem
como a Dox; Gy, fase de repouso; Gy, fase pré-sintética; G,, fase

pOs-sintética; M, Mitose.
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Os primeiros autores a diminuirem o tempo de administracdo da droga foram
XIA, OTTEN, MIGLIAZZA et al. (1999). Eles utilizaram Dox na concentracao de 2,0
mg/kg de peso de rata, ministrada diariamente via IP, num total de 2 dias, no 8° e 9° dias de

gestacao.

Com relagdo ao estudo do LA, DIEZ-PARDO et al. (1996) encontraram
aumento do peso do LA nos fetos com AE com FTE (p<0,01), todavia os autores ndo
correlacionaram este dado com nenhuma outra malformagdo, nem traqueo-esofagica, nem
urindria.

Assim, até o momento, nenhum autor testou o modelo de AE utilizando Dox
em maior concentracdo e em menor tempo. A utiliza¢do de Dox aplicada em menor periodo
de tempo e em maior concentragdo, na obtencdo do nimero de AE e malformacdes, seria

vantajoso e pratico para este modelo experimental.
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OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram: 1) testar o modelo experimental
utilizando a Doxorrubicina numa dose maior (2,2 mg/kg) e num menor tempo (dois dias),
administrada em ratas Sprague-Dawley gravidas; 2) identificar nos fetos de 21 dias de
gestacdo, de ambos os grupos, a freqiiéncia de AE e de outras malformacdes viscerais, e 3)

correlacionar estas malformagdes com o LA.
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O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA — UNICAMP),
com o N° 353-1.

Cinqglienta ratas Sprague-Dawley, com peso médio de 250 a 300g, foram
acasaladas com ratos da mesma espécie durante uma noite. Na manha seguinte ao coito, a
genitdlia da fémea foi examinada para verificar a presenca de mancha de esperma na vagina
das ratas. A presenca da mancha de esperma confirmou o acasalamento em 10 ratas, sendo
este dia considerado dia zero da gestacdo (QI et al., 1996; CRISERA et al., 1999;
BEASLEY et al., 2000).

Deste grupo de 10 ratas gravidas, oito fizeram parte do grupo tratado com
Doorrubicina (grupo Dox), fornecendo 81 fetos: 74 vivos e 7 mortos, que foram excluidos
do estudo. As outras duas ratas gravidas fizeram parte do grupo Controle que tomou igual

quantidade de solucdo salina, fornecendo 21 fetos, sendo todos vivos.

Doxorrubicina na forma de Cloridrato de Doxorrubicina 10 mg (Eurofarma®),
fol ministrada na concentracdo de 2,2 mg/kg de peso de rata em dose unica diaria, por dois
dias consecutivos, no 8° e 9° dias de gestacdo, via intra-peritoneal (IP), diluida em mesmo
volume de soro fisiolégico 0,9% (SF 0,9%) (tempo preconizado por XIA, OTTEN,
MIGLIAZZA et al., 1999 e BEASLEY et al., 2000 e dose preconizada por CRISERA et al.
2000). Ratas grdvidas, com a mesma idade gestacional, serviram como controle e
receberam similar dosagem de SF 0,9%, IP, no mesmo volume e igualmente em dois dias
seguidos. Com 21 dias de idade gestacional, a rata foi submetida a anestesia geral com
injecdo intramuscular de Ketamina (Ketalar® - Cristdlia), na dose de 85 mg/kg de peso de
rato, associada a Xilazina (Ruipum® - Rhodia), na dose de 1,25 mg/kg por animal via intra-
muscular aplicado na musculatura lateral da coxa por meio de uma seringa de insulina com
agulha 20-G. Esta composicdo anestésica (85 mg/kg de Ketamina e 1,25 mg/kg de

Xilazina), mantém o animal sob anestesia profunda durante um periodo de trés horas.

Depois de anestesiada, foi realizada tricotomia toraco-abdomino-pélvica com
cuidado para ndo lesar os mamilos. Apds anti-sepsia com solug¢do iodada aquosa
(Povidona®), o animal foi submetido 2 cesariana por incis@o mediana. O ttero bicérneo foi

delicadamente exposto, os fetos foram numerados da regido proximal para distal em relagao
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ao colo uterino e divididos conforme o lado: direito e esquerdo. A seguir, foi realizada uma
pequena incisdo da parede uterina com tesoura de micro-cirurgia, descolando
delicadamente o saco gestacional com hastes flexiveis tipo swab, tomando cuidado para
ndo rompeé-lo. O saco gestacional contendo o feto, a placenta, as membranas e o LA foram
removidos intactos do utero para pesagem em balanga de precisao modelo OHAUS 360
(Denver Instruments, Denver, CO) (Figura 5). Apds pesagem, o saco gestacional foi
rompido, o feto foi retirado e novamente pesado. A placenta, o corddo umbilical e as
membranas amniocorionicas foram conjuntamente pesados (Figura 6). O peso do LA (PLA)
foi calculado como sendo a diferenga entre o peso do saco gestacional (PSG) e a soma do

peso corporal do feto (PCF) e da placenta com as membranas (PPM), ou seja:

PLA = PSG - (PCF + PPM) (g)

Apés a pesagem, o feto foi imediatamente sacrificado através de pungdo
occipital com agulha de insulina e colocado em uma pequena mesa de cortica. As
anomalias externas dos membros, da cauda, do anus foram identificadas. Uma incisio
mediana do pesco¢o ao abdome (cérvico-toraco-laparotomia) foi realizada expondo as
visceras com o intuito de favorecer a fixa¢do das amostras (Figura 7). Em seguida, todos os
fetos foram colocados numa mesa de cortica dentro de uma cuba para fixa¢do em solugao
de Formalina 10% por um periodo de 3-4 horas (Figura 8). Apds este periodo, os fetos
foram reexaminados para confirmar as anomalias externas e dissecados a identificar as
anomalias viscerais por meio de microscopio estereoscopico com aumento entre 2,5 a 4,5X

(Modelo Nikon SMZ-660).

Abaixo estdo as varidveis a serem estudadas entre os dois grupos, Dox e

Controle:

PSG = PESO DO SACO GESTACIONAL
PF = PESO DO FETO

PPM = PESO DA PLACENTA E MEMBRANAS
PLA = PESO DO LiQUIDO AMNIOTICO
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Figura 5. Fotografia do saco gestacional contendo feto, placenta, membranas e LA.
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Figura 6. Fotografia da placenta e membranas amnidticas de feto de rata Sprague-

Dowley.
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Figura 7: Fotografia de um feto do grupo Dox mostrando a grande incisdo
cérvico-toraco-laparotomia para exposi¢ao das visceras a formalina
10%, antes do inicio da dissec¢do para andlise das malformagdes

viscerais.
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Figura 8. Fotografia dos fetos colocados e presos com alfinetes em
placa de cortica e imersos em solu¢do de formalina a
10% para posterior dissec¢ao.
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Foi feita a andlise das malformacgdes externas identificando membros, cauda e
anus. Em seguida, com o abdome e térax aberto, o coragdo e suas estruturas vasculares
foram cuidadosamente retirados e desprezados, permitindo a visualizacdo dos pulmoes,
traquéia, bronquios e posteriormente o esdfago. A seguir, o pulmdo esquerdo foi isolado de
suas aderéncias com o diafragma e com a parede tordcica, sendo levado, sem separd-lo do
bronquio, para o lado direito permitindo a visualizacdo do esofago ou de uma possivel AE,
que uma vez identificada, era classificada de acordo com GROSS (1953) (Figura 9). O
mesmo procedimento de averiguacdo era realizado para o pulmao direito. A traquéia € o
esOfago ndo foram desinseridos da regido da laringe, permitindo desta forma, uma melhor
sustentacdo da peca anatdmica. O abdome foi inicialmente abordado pela identificacdo do
estdmago, pancreas, baco, duodeno e demais segmentos do intestino delgado até o reto,
tomando-se extremo cuidado durante toda dissec¢do para ndo lesar ou romper as delicadas
visceras. Em seguida, os rins, ureteres e a bexiga eram identificados e foram dissecados de
maneira a manté-los fixos no retroperitoneo formando um bloco para inclusdo em parafina

que foi reservado para futuros estudos.

Os fetos do grupo Dox foram comparados com fetos do grupo Controle. O peso
do LA dos fetos portadores de AE associadas com UHN bilateral foi comparado com peso
do LA de fetos normais, para isso trés grupos foram assim denominados: grupo I, fetos
portadores de AE com FTE e UHN bilateral; grupo II, fetos portadores de AE sem FTE e
UHN bilateral e grupo 111, fetos do grupo Controle.
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Figura 9. Representacdo esquematica da classificagao proposta por GROSS, em 1953, para
as varias apresentacoes da AE e da FTE, onde: AE sem FTE (A), AE com FTE
proximal (B), AE com FTE distal (C — a mais comum), AE com FTE proximal e
distal, AE com FTE em “H” (D) e AE representada por uma acentuada estenose

da por¢ao mediana do esdfago torécico (E).
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4. ANALISE ESTATISTICA
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A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do Servico de Estatistica da
Comissao de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas (FCM-UNICAMP).

Foram comparados, por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, os
grupos Dox e Controle por meio de medidas das varidveis de interesse: peso do saco

gestacional, peso do feto, peso da placenta e membranas e peso do LA.

Para descrever as diferencas entre os grupos Dox e Controle serdo apresentadas

dados estatisticos descritivos das medidas dos pesos e graficos Boxplots.

Para comparar o peso do LA entre os trés grupos (I, II e III) e avaliar se a
presenca ou auséncia de FTE teria influéncia na quantidade de LA na presenga de UHN
bilateral, foi utilizada a Andlise de Varidncia simples (ANOVA One-Way), com

transformac¢do nos postos das varidveis e, ainda, o teste de comparagdo multipla de Duncan.

Andlise Estatistica
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-Das 50 ratas que foram colocadas para acasalamento, 10 confirmaram
gravidez, oito fizeram parte do grupo Dox e duas fizeram parte do grupo Controle. No
grupo Dox, constituido de oito ratas, foram obtidos 81 fetos, sendo 74 vivos e sete mortos;
quatro devido a reabsor¢do (resorption) e trés devido a hidropsia (sobrevivéncia de 91%).
No grupo Controle, constituido de duas ratas, obtivemos 21 fetos vivos (Diagrama 2 e

Figura 10, 11 e 12).

50 ratas
acasaladas

'

10 ratas
! gravidas

2 ratas Controle

'

21 fetos

| —

Diagrama 2: Diagrama da distribuicao dos fetos entre os grupos Dox e Controle.
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Figura 10. Fotografia de feto normal do grupo Controle, visdo ventra.
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Figura 11. Fotografia de dois pontos placentdrios que foram reabsorvidos.
As setas indicam os pontos de reabsor¢cdo e Pn indica placenta

normal.
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Figura 12. Fotografia de feto hidrépico do grupo Dox.

Resultados
46



Os resultados finais das medidas de peso do saco gestacional, do peso do feto,
da placenta e membranas e do LA e suas comparacdes estatisticas entre os grupos Dox e
Controle encontram -se na Tabela 1.
Tabela 1. Resultados finais das medidas dos pesos do saco amnidtico, do feto, da placenta e

membranas e do LA em gramas.

Grupo Dox Grupo Controle p
5,23 (+0,56) 5,96 (+0,27)
Saco Gestacional (g) 0,0001*
variagdo (3,38-6,51) variacdo (5,27-6,63)
3,39 (+0,43) 4,27 (x0,18)
Peso do Feto (g) 0,0001*
variagdo (2,12-4,36) variacdo (3,88-4,62)
0,95 (x0,16) 1,11 (20,14)
Membranas e Placenta (g) 0,0001*
variacdo (0,35-1,62) variagdo (0,67-1,50)
0,90 (x0,33) 0,58 (+0,18)
Liquido Amniético (g) 0,0001°*
variagdo (0,08-2,34) variacdo (0,19-0,97)

*=valor de p com diferenca significativa (Mann-Whitney).

Quando comparados os pesos médios dos sacos gestacionais (feto, placenta,
membranas e LLA), dos dois grupos, Dox e Controle, foram obtidos: peso do grupo Dox foi
de 5,23g (£ 0,56g) com peso variando de 3,38 a 6,51g, enquanto o do grupo Controle foi de
5,96g (= 0,27g) com peso variando de 5,27g a 6,63g. Os pesos médios dos sacos
gestacionais do grupo Controle foram maiores que os do grupo Dox. De acordo com o teste
de Mann-Whitney houve diferenca significativa entre os pesos nos dois grupos (p=0,0001)

(Grafico 1).
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Grafico 1. Comparagdo dos Pesos (g) dos Sacos Gestacionais (feto, placenta,

membranas e LA), entre os grupos Dox e Controle

Quando comparados os pesos médios dos fetos entre dois grupos, Dox e
Controle, foram obtidos: no grupo Dox foi de 3,39g (£ 0,43g) com peso variando entre
2,12g a 4,37g, enquanto que no grupo Controle foi de 4,27g (+ 0,18g) com peso variando
entre 3,88g a 4,62¢g. Os pesos médios dos fetos do grupo Controle foram maiores que os do
grupo Dox. De acordo com o teste de Mann-Whitney houve diferenca significativa entre os

pesos nos dois grupos (p=0,0001) (Gréfico 2).
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Grafico 2. Comparacgido dos Pesos corporais (g) dos fetos entre os grupos Dox

e Controle.

Quando comparados os pesos médios das placentas e membranas entre dois
grupos, Dox e Controle, foram obtidos: o peso médio da placenta e da membrana
amniocoridnica no grupo Dox foi de 0,95g (+0,16g) com peso variando entre 0,35g a 1,62¢g
enquanto que no grupo Controle foi de 1,11g, (+0,14g) com peso variando entre 0,67g a
1,50g. Os pesos médios das placentas e membranas amniocoridnicas do grupo Controle
foram maiores que os do grupo Dox. De acordo com o com o teste de Mann-Whitney

houve diferenca significativa entre os pesos nos dois grupos (p=0,0001) (Grafico 3).
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Grafico 3. Comparagdo dos Pesos (g) das Placentas e das Membranas

Amniocoridnicas dos fetos entre os grupos Dox e Controle.
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Quando comparados os pesos médios do LA entre dois grupos, Dox e Controle,
foram obtidos: o peso médio do LA no grupo Dox foi de 0,90g (+ 0,33g) com peso
variando entre 0,08g a 2,34g enquanto que no grupo Controle foi de 0,58g (+0,18g) com
peso variando entre 0,19g a 0,97g. Os pesos médios do LA do grupo Controle foram
menores que os do grupo Dox. De acordo com o com o teste De acordo com o Teste de
Mann-Whitney houve diferenca significativa entre os pesos nos dois grupos (p=0,0001)

(Grafico 4).
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Grifico 4. Comparacio dos Pesos (g) de LA dos fetos entre os grupos Dox e

Controle.

A dissecc¢do das malformacdes externas e viscerais dos 74 fetos do grupo Dox
revelou 100% de malformagdes. As malformagdes encontradas foram: 70 UHN (95%),
sendo 64 bilaterais (86%) e seis unilaterais (8%); 68 AE (92%), sendo 46 com FTE (62%) e
22 sem FTE (30%); 68 fetos com atresia de duodeno (92%); 62 fetos com agenesia de
bexiga (84%); 37 malformagdes da cauda (50%); 27 fetos com atresia jejuno-ileal (36%);

17 fetos com anomalia ano-retal (23%); 16 fetos ndo apresentavam o timo (22%); 14 fetos
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com associacdo de VATER (19%); sete fetos com malformacdo dos membros (9%); cinco
fetos com agastrias (7%); cinco fetos com atresia de bexiga (7%); quatro fetos com
estenoses de traquéia (5%). Embora ndo tenham sido estudadas as alteracdes cardiacas, a
associacio de VACTERL foi identificada em dois fetos (3%), pois 0s mesmos
apresentavam no minimo quatro ou cinco malformagdes que definem a associacdo. E foi
encontrado um feto apresentando cisto de pancreas (1%). Exencefalias ndo foram
encontradas em nenhum feto (Tabela 2 e Figuras 13, 14, 15a, 15b, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23 e 24).

A disseccao dos 21 fetos do grupo Controle ndo identificou malformacdes em

nenhum feto.

Tabela 2. Freqiiéncia de malformagdes obtidas no grupo Dox.

Malformacao n’ (%)
Uretero-Hidronefrose 70 (95%)
Bilateral 64 (91%)
Unilateral 6 (9%)
Atresia de Esofago 68 (92%)
AE com FTE 46 (68%)
AE sem FTE 22 (32%)
Atresia de Duodeno 68 (92%)
Agenesia de Bexiga 62 (84%)
Malformacdo da Cauda 37 (50%)
Atresia Jejuno-ileal 27 (36%)
Anomalia Ano-Retal 17 (23%)
Auséncia e Timo 16 (22%)
VATER 14 (19%)
Malformacgdo de Membros 7 (9%)
Agastria 5 (7%)
Atresia de Bexiga 5 (7%)
Estenose de Traquéia 4 (5%)
VACTERL 2 (3%)
Cisto de Pancreas 1 (1%)
Total 74 (100%)

OBS: Excluidos 7 fetos: 4 reabsorvidos e 3 hidrépicos.
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Figura 13. Fotografia do sistema urindrio normal (A), com rins (R) e bexiga
(Bx) e sistema urindario com UHN bilateral (B). As setas indicam a

pelve e os ureteres dilatados.
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Figura 14. Fotografia de peca anatomica de feto normal mostrando:
traquéia (T), pulmdes (P), esofago (Es), estomago (Et) e
duodeno (D).
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Figura 15a Fotografia de peca anatomica do es6fago e da traquéia de feto normal
(A), e de AE com FTE distal, tipo C de GROSS (B). Traquéia (T),

pulmao (P), estomago (Et), esofago (Es) e fistula traqueo-esofdgica

(FTE).
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Figura 15b. Fotografia de peca anatomica do esofago e da traquéia em outro feto
normal (A), e de AE com FTE distal, tipo C de GROSS (B). Esofago
(Es), traquéia (T) e fistula trdqueo-esofdgica (FTE).
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Figura 16a’ Fotografia de um duodeno normal (A), Atresia de Duodeno

na primeira porc¢ao (B). As fotos C e D apresentam detalhes

de Atresia de Duodeno (setas) associada a Microgastria
(Mg).
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Figura 16b. Fotografia de detalhe de dupla Atresia de Duodeno, na

primeira e segunda porg¢des.
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Figura 17. Fotografia de sistema urindrio nromal (A) e bexiga normal (Bx) em feto do
grupo Controle. Agenesia de Bexiga (B e C — circulos tracejados) em feto do

grupo Dox.

Figura 18. Em A fotografia do sistema urindrio normal com bexiga (Bx). As fotos B e C
representam o sistema urindrio de fetos do grupo Dox com Agenesia de Bexiga

(circulos tracejados). Pecas anatomicas fixadas na formalina 10%.
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Figura 19. Fotografia de caudas de fetos normais (A e B), e as vérias apresentacdes de

malformacdes de caudas malformadas em fetos do grupo Dox (C, D, E e F).
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Figura 20. Fotografia de atresias multiplas de intestino delgado, envolvendo
segmentos desde o duodeno (A), jejuno-ileo (B e C) e colo (D),

em feto do grupo Dox.
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Figura 21. Fotografia de feto com Agastria (A) e de uma FTE associada a estdmago
atrésico (At) localizado na regido tordcica (B). Notar pulmdes (P), traquéia
(T), diafragma (d), supra-renais (Sr), rins (R), Microgastria (Mg), FTE e
estrutura no ter¢co médio do esdfago que pode representar uma duplicacio

ou cisto (C).

Os resultados das malformagdes associadas dos 68 fetos portadores de AE
foram: 65 fetos com atresia de duodeno (96%), 64 fetos com ureterohidronefrose (94%), 59
fetos com agenesia de bexiga (87%), 34 fetos com malformacdo da cauda (50%) e 28 fetos

com atresia jejuno-ileal (41%) (Tabela 3).

Outras alteragdes foram: 34 fetos com malformacgdo da cauda (50%), 28 fetos
com atresia jejuno-ileal (41%); 17 fetos com anomalia ano-retal (25%); 14 fetos com
associacdo de VATER (21%); 16 fetos ndo apresentaram timo (22%), sete fetos com
alteracdo dos membros (10%), seis fetos com associacdo de VACTERL (9%), quatro fetos

com estenose de traquéia (6%) e quatro atresia de bexiga (6%) (Tabela 3).

Resultados

62



Quando estudados os fetos portadores simultaneamente de AE e UHN bilateral
foram obtidos 42 fetos portadores de AE com FTE (grupo I) e 22 sem FTE (grupo II).
Destes fetos, 59 de 68 (87%) apresentaram agenesia de bexiga, sendo que 40 de 46 (87%)
com AE com FTE e 19 de 22 (86%) com AE sem FTE, e 4 apresentaram atresia de bexiga
(6%).

Tabela 3. Freqiiéncia de malformacdes associadas dos 68 fetos do grupo Dox portadores

de AE com ou sem FTE.

Atresia de Eséfago Atresia de Es6fago Total

com FTE sem FTE

n=46 (%) n=22 (%) n=68 (%)
Atresia de Duodeno 43 (93%) 22 (100%) 65 (96%)
Uretero-Hidronefrose* 42 (91%) 22 (100%) 64 (94%)
Agenesia de Bexiga 40 (87%) 19 (86%) 59 (87%)
Malformacao da Cauda 20 (43%) 14 (63%) 34 (50%)
Atresia Jejuno-Ileal 17 (37%) 11 (50%) 28 (41%)
Anomalia Ano-Retal 7 (15%) 10 (45%) 17 (25%)
VATER 7 (15%) 7 (32%) 14 (21%)
Auséncia de Timo 3 (7%) 9 (41%) 12 (18%)
Alteracao de Membros 2 (4%) 5 (23%) 7 (10%)
VACTERL 2 (4%) 4 (18%) 6 (9%)
Atresia de Bexiga 4 (9%) 0 (0%) 4 (6%)

Onde: *Das 42 uretero-hidronefoses nos fetos com AE com FTE, 36 eram bilaterais € 6

unilaterais e das 22 uretero-hidronefroses nos fetos com AE sem FTE, 21 eram bilaterais e 1 unilateral.
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Figura 22. Fotografia de bexiga normal em feto do grupo Controle (A), e agenesia de

bexiga (circulo) em feto do grupo Dox (B). Bexiga (Bx) e rim (R).

Resultados
64



Figura 23. Fotografia dos 4 tipos de Estenose de Traquéia obtidos nos fetos do
grupo Dox. Notar a estenose completa em A, segmentar em B,

proximal em C e distal em D.
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Figura 24. Fotografia representando Cisto de pancreas (seta) evidenciado em

feto do grupo Dox, onde P representa o pancreas.

Para comparar os resultados dos pesos do LA dos fetos com AE associados a
UHN bilateral foram separados 3 grupos: grupo I, fetos portadores de AE com FTE; grupo
II, portadores de AE sem FTE; e grupo III, formado por fetos do grupo Controle.Esta
comparacao revelou aumento do LA nos grupos I e II quando comparados com o grupo III
(p=0,0001, ANOVA) (Tabela 4 e Gréfico 5), sendo que a diferenca foi evidenciada pelo
teste de DUNCAN para os trés grupos. Nao houve diferenca significativa quando

comparados os grupos [ e I (Tabela 5).
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Tabela 4. Representa a comparagdo do peso do LA dos fetos com AE associados com UHN

bilateral entre os grupos I (AE com FTE), II (AE sem FTE) e III (Controle).

Grupos Liquido Amnioético (g) P
0,87 (+0,38)
I (n=36)
variacgdo (0,08-2,34)
0,92 (+0,28)
II (n=22) p=0,0001%*
variacdo (0,24- 1,67)
0,58 (+0,18)
III (n = 21)

variagdo (0,19-0,97)

*p-valor=0,0001 (ANOVA).

Tabela 5. Representa a comparagdo dos trés grupos através do teste de DUNCAN.

Agrupamento Duncan Posto médio N Grupo
A 44.472 36 I- AE com FTE
A 50.273 22 II - AE sem FTE
B 21.571 21 III - Controle

OBS: letras diferentes na primeira coluna indicam diferenca significativa entre os grupos e quando as letras
sdo iguais, ndo ha diferenca significativa.
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Grifico 5. Comparacio do peso do LA entre os 3 grupos: AE com FTE, AE
sem FTE e Controle (I, II e III).

Foram comparados, por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, os
grupos Dox e Controle por meio de medidas das varidveis de interesse: peso do saco

gestacional, peso do feto, peso da placenta e membranas e peso do LA.

Para descrever as diferencas entre os grupos Dox e Controle serdo apresentadas

dados estatisticos descritivos das medidas dos pesos e graficos Boxplots.

Para comparar o peso do LA entre os trés grupos (I, II e IIl) e avaliar se a
presenca ou auséncia de FTE teria influéncia na quantidade de LA na presenca de UHN
bilateral, foi utilizada a Andlise de Varidncia simples (ANOVA One-Way), com

transformacga@o nos postos das varidveis e, ainda, o teste de compara¢do multipla de Duncan.

Resultados
68



Os resultados obtidos com relacdo a dosagem, o tempo de administragdo e o
nimero de malformacdes obtidas em comparacio com os de outras publicacdes da

literatura estdo apresentados na Tabela 6, abaixo.

Tabela 6. Comparac@o entre os resultados da literatura comparando a dose, o nimero de

aplicacdes de Dox em dias e a presenca de malformacgdes.

UNICAMP Qletal XIA et al. MEREI et al.
2002 1996 1999 1999
n="74 (%) n =68 (%) n =134 (%) n =389 (%)
Dose (mg/kg de peso) 2,2 1,75 2,0 2,0
N° de aplicacdes (dias) 2 4 2 2
Malformacao n(%) n(%) n(%) n(%)
UHN Bilateral 64 (91%) 63 (93%) 110 (82%) 86 (97%)
UHN Unilateral 6 (9%) - - -
Atresia de Esofago 68 (92%) - - -
Com FTE 46 (68%) 28 (41%) 83 (62%) 62 (60%)
Sem FTE 22 (32%) - - -
Atresia de Duodeno 68 (92%) 29 (43%) 84 (62%) 29 (32%)
Agenesia Bexiga 62 (84%) - 30 (22%) -
Malformacao da Cauda 37 (50%) 7 (10%) 44 (32%) -
Atresia Jejuno-Tleal 27 (36%) 29 (29%) 35 (26%) 21 (25%)
Anomalia Ano-Retal 17 23%) 17 25%) 51 (38%) 21 (25%)
VATER 14 (14%) - 70 (52%) -
Malformacao de Membros 7 (9%) - - -
Agastria 5 (7%) - - -
Atresia de Bexiga 5 (7%) 53 (78%) - -
Estenose de Traquéia 4 (5%) - - -
VACTERL 2 (3%) - 8 (6%) -
Cisto de Pancreas 1 (1%) - - -

Onde: FTE = fistula trdqueo-esofdgica; UHN = uretero-hidronefrose; VATER ¢é a associagdo de malformacéo
vertebral, AE, FTE, e malformacao renal; VACTERL ¢ a associacdo de malformacdo vertebral, cardiopatia, AE,
FTE, e malformacdo renal e de membros. Nenhum dos autores referidos acima relatou malformagdo de membros,
agastria, estenose de traquéia ou cisto de pancreas.
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Na andlise da diferenca de peso do LA, corrigindo-se para o peso entre 0S
grupos, foram comparadas as porcentagens do LA sobre o saco gestacional entre os grupos
Dox e Controle (teste de Mann-Whitney), para excluir a possibilidade do peso do feto
influenciar o resultado final na medida do peso do LA, pois fetos mais pesados poderiam
ter menos LA e fetos mais leves, isto €, menores, poderiam ter maior peso de LA. Os

resultados estdo na Tabela 7 e expostos no Gréfico 6 abaixo.

Tabela 7. Porcentagem do LA sobre o saco gestacional = (LA/saco gestacional*100).

Grupos N LA (%)
17,14 (£6,17)
Dox 74
variacdo (1,69-45,80)
9,62 (£2,89)
Controle 21

variacdo (3,21-15,45)

p=0,0001 (Teste de Mann-Whitney)
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Grafico 6. Porcentagem do peso do LA sobre o saco gestacional.
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A andlise comparativa da porcentagem do peso do LA correspondente ao peso

do saco gestacional entre os grupos: I (UHN bilateral e AE com FTE), II (UHN bilateral e

AE sem FTE) e III (Controle), (ANOVA nos postos), estd apresentada nas Tabelas 8§ € 9, e

exposta no Gréfico 7.

Tabela 8. Representa a anélise descritiva da medida por grupo.

Grupos N LA (%)
16,45 (£7,21)
I 36
variagdo (1,69-45,80)
18,16 (£5,17)
1I 22
variagdo (7,07-33,01)
9,62 (+2,89)
I 21

variacdo (3,21-15,45)

p=0,0001 (ANOV A nos postos)

Tabela 9. Comparacido da porcentagem do peso do LA correspondente ao peso do

saco gestacional entre os trés grupos.

Agrupamento Duncan Posto médio N Grupo
A 44.722 36 I
A 53.136 22 11
B 18.143 21 1

OBS: letras diferentes da primeira coluna indicam diferenga significativa entre os grupos e quando as

letras sdo iguais, ndo ha diferenca significativa.
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Grafico 7. Comparacdo da porcentagem do peso do LA sobre o peso do saco

gestacional entre os trés grupos.
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A AE € uma malformagdo caracterizada por falha na divisdo do intestino
anterior durante a formacio do es6fago e da traquéia. Incide em 1:2500 a 4500 nascidos
vivos e estd associada em 50% das vezes a outras malformagdes, especialmente as
cardiovasculares (QI, DIEZ-PARDO, NAVARRO et al., 1996, SPITZ, et al., 1993 e
CRISERA, et al., 1999).

O modelo experimental para o estudo da AE foi descrito primeiramente por
THOMPSON (1978). Este modelo experimental consiste na administracdo de 2,0
mg/kg/peso de Dox em ratas Sprague-Dawley gravidas, via intraperitoneal, dose unica
didria por quatro dias, do 6° ao 9° dias de gestacdo. A Dox administrada nesta idade
gestacional provoca distirbios na divisdo do intestino anterior levando a AE, malformacdes

viscerais € externas.

Virias publicacdes procuraram estabelecer a dose e o tempo de aplicagdo mais
adequados neste modelo. No presente estudo foi testado um modo mais simples para a
posologia da droga com o objetivo de tornar o experimento mais rapido e ficil, sem,
contudo comprometer os resultados. Para isso, a dose de Dox foi elevada para 2,2
mg/kg/peso de rata como propuseram CRISERA et al. (1999) e foi diminuido o nimero de
dias para dois e ndo quatro (8° e 9° dias da gestacdo), como propuseram XIA et al. (1999) e

BEASLEY et al. (2000).

Com a administragdo de Dox em maior concentragdo € em tempo menor foram
obtidos 92% de AE, sendo este, um resultado mais expressivo que o de QI ez al. 1996, XIA
et al., 1999 e MEREI et al., 1999, que obtiveram respectivamente 41%, 62% e 60% de AE.
Com relacdo as malformacdes viscerais associadas a AE, foram obtidos 95% de UHN, 92%
de AD e 84% de AgB, resultados melhores que os dos mesmos autores sendo que a UHN,

foi a malformag¢do mais freqiiente encontrada por todos os autores (Tabela 5).

Ao redor do 22° dia de gestacdo, o intestino anterior se alonga e divide-se
longitudinalmente em uma por¢do ventral que dard origem a traquéia e uma porc¢ao dorsal
que dara origem ao esdfago. Esta divisdo se da por meio de dobras, fendas ou invaginacdes
laterais ao longo do intestino anterior e em seguida se fundem medialmente, formando o

SET. Na regiao ventral o diverticulo traqueal se alonga e se divide distalmente em brotos
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pulmonares direito e esquerdo. Falhas deste desenvolvimento embriondrio sugerem ser a
causa da maior parte das malformacdes esdfago-traqueais (O’RAHILLY & MULLER,
1984 e de LORIMIER & HARRISON, 1985).

A embriogénese do intestino anterior primitivo pela qual o es6fago e a traquéia
se dividem a partir do SET € a mais aceita na literatura. No entanto, outros estudos de
embriologia utilizando histologia e microscopia eletrOnica, propdem novas explicagdes para

a separacao entre esOfago e a traquéia.

KLUTH et al. (1987), utilizando microscopia eletronica, ndo evidenciaram a
presenca do SET nem a presenca de quaisquer dobras ou fendas laterais que seriam as
responsaveis pela formacao do SET. Também nao evidenciaram a fusdo medial entre estas
dobras, mas apenas a aproximacao entre elas. Segundo estes autores, 0 mecanismo normal
de desenvolvimento do esdfago e da traquéia seria devido a uma reducido do tamanho do
intestino anterior enquanto que a malformacao seria resultado do desarranjo na formacgao

das dobras laterais durante o desenvolvimento do intestino anterior (KLUTH et al., 1987).

Sendo assim, o mecanismo de separagdo do esdfago da traquéia ainda ndo
apresenta um consenso € envolve processos complexos da embriogénese do intestino

anterior, ainda nao muito bem esclarecidos (MEREI et al., 1997; XIA et al., 1999).

POSSOGEL ef al. (1998), utilizando estudos histolégicos, também nao
encontraram evidéncias da fusdo das fendas laterais no intestino anterior e explicaram a
separacao entre esdfago e traquéia pelo rdpido crescimento do mesénquima interposto entre
os futuros 6rgdos, formando um septo que dividiria o intestino anterior semelhante ao
fechamento de um ziper. Para estes autores o intestino anterior termina em uma trifurcagao

entre o esdfago dorsal e dois brotos pulmonares ventrais (POSSOGEL et al., 1998).

Estes sdao importantes achados para explicar o mecanismo normal do
desenvolvimento esofdgico, pois consideram que o mecanismo de formacdo da AE e da
FTE seja um rearranjo celular tardio do intestino anterior, com perda parcial de material
esofdgico durante o periodo de rapido crescimento do intestino anterior (POSSOGEL et al.,

1998).
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CRISERA et al. (1999 e 2000), utilizando histologia e imuno-histoquimica para
o fator de transcricdo tireoideana um (FTT-1), estudaram especificamente o que chamaram
de trifurcacdo, na porcao caudal do intestino anterior, por meio de marcadores celulares e
conseguiram visualizar trés ramos: dois ramos pulmonares ventrais € um ramo dorsal. Os
dois ramos pulmonares ventrais, que crescem lateralmente, continuam a se dividir em
ramos menores até formarem as estruturas pulmonares normais; o ramo dorsal mediano
continua a se desenvolver e a se alongar em direcdo caudal, através do mesénquima até o
estobmago. Ao verificarem no ramo dorsal mediano (es6fago distal) a presenca de FTT,
fator que indica a presenca de tecido de origem respiratdria, os autores acreditam que
durante o desenvolvimento do esdfago, sendo de origem respiratdria, o epitélio esofdgico
sofreria uma metaplasia e se transformaria em um epitélio escamoso (CRISERA et al.,

1999; CRISERA et al., 2000).

z

A Apoptose é outro mecanismo celular envolvido na divisdo do intestino
anterior. Este termo € utilizado para descrever a morte programada de células em local e

hora previamente determinados (JACOBSON, WEIL & RAFF, 1997 e WYLLIE, 1997).

Na embriologia do esdfago de fetos normais, por volta do 12° ao 12,5° dia de
gestacdo, as células apoptdticas apresentam-se em grande nimero e intensa atividade na
regido das dobras laterais do intestino anterior, mas no 13° dia, as células apoptdticas ndo

estdo mais presentes.

Ao contririo, na embriologia do esofago de fetos expostos a Dox, as células
apoptoticas sdo raras no 12° dia, estando presentes apenas no 13° dia de gestacao, indicando
que a separacdo do intestino anterior em esdfago e traquéia tenha sofrido atraso e ainda, que
ela tenha sido completada normalmente no 12° dia em fetos normais. Acredita-se que nos
fetos normais a Dox promova um bloqueio na proliferacdo e diferenciacdo celular do
mesénquima e que, provavelmente, a apoptose interfira na sintese de DNA e RNA, tendo
participacdo no processo de perda celular, particularmente, na porcao pdstero-superior do
intestino anterior (ZHOU, HUTSON & FARMER, 1999 e BEASLEY er al., 2000;
WILLIAMS et al., 2000 e 2001).
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O LA ¢ formado quase que exclusivamente pela urina fetal, especialmente no
final da gestacdo. AlteracOes estruturais urindrias, especialmente a UHN, podem levar a
diminui¢do do LA (BARCELLOS & NAHOUN, 1998). A UHN ¢ a malformagdao mais
comum detectada na ultrassonografia pré-natal, correspondendo a 50% de todas as lesdes
detectadas neste periodo. As obstru¢des mais comuns sdo a estenose da jungdo uretero-

pélvica, a valvula de uretra posterior e a sindrome de Prune Belly (REDDY et al., 1998).

Os mecanismos de regulacdo do LA ainda ndo estdo muito bem esclarecidos,
mas sabe-se que apenas discretas a moderadas mudancas no fluxo do LA para a cavidade
amnidtica por dias ou semanas (Diagrama 1, p.19), podem levar ao polidramnio ou ao
oligodramnio (BRACE, 1997). O polidramnio ocorre com maior freqiiéncia nos fetos com
atresias intestinais proximais do que naqueles com atresias distais. Isto ocorre,
provavelmente, porque nas atresias intestinais distais hd um comprimento de intestinal e
superficie absortiva suficientes que ndo interferem no mecanismo nem de degluticdo nem
de absorcdo do LA pelo tubo digestivo do feto. Ao contrdrio, nas atresias intestinais
proximais como a AE e AD, nas quais o comprimento do intestino ndo € suficiente para

absorver todo o LA deglutido (KIMBLE, HARDING & KOLBE, 1998).

Estes autores relatam ainda, que as atresias intestinais incompletas, como as
atresias do tipo membrana, mas que apresentam pequenos orificios que permitem a
passagem de LA para o trata digestivo ndo apresentam aumento do LA de maneira
significativa. Isto poderia ocorrer também com as AE com FTE, nas quais haveria a
possibilidade da passagem de LA para o tubo digestivo pela FTE, diminuindo a

possibilidade de ocorrer polidramnio.

O polidrimnio estd associado ao aumento da mortalidade perinatal e estd
relacionado com o mau posicionamento fetal, com a ruptura placentdria, com parto
prematuro e em pequena porcentagem com malformagdes intestinais. Em seres humanos o
polidramnio esta presente em aproximadamente 30-35% dos casos de AE com FTE e 80%
nas AE sem FTE (PINUS, 1998), o que é compativel com as observacoes de KIMBLE et

al., 1998, no pardgrafo anterior.
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O oligodramnio é a diminuicdo do LA medido pelo ultrassom e é uma
reconhecida condicd@o clinica na qual ocorre um iminente e grave comprometimento fetal,
com aumento da morte perinatal e necessidade de avaliagdo principalmente de todo o
sistema urindrio, pois obstrucdes deste levam invariavelmente a diminuicio do LA

(BASTIDE et al., 1986).

Os resultados obtidos de peso corporal fetal e LA sdo semelhantes aos de
DIEZ-PARDO et al. (1996), que obtiveram fetos menores com polidramnio e encontraram
100% de UHN associadas a AE, contudo, estes autores nao relacionaram estes achados com

0 hidramnio.

Nos fetos que apresentavam AE com FTE associada a UHN bilateral (grupo I)
foi verificado que o peso do LA estava aumentado quando comparados com os fetos do
grupo Controle (grupo III), (p=0,0001, ANOVA nos postos). Quando comparados os fetos
que apresentavam AE sem FTE (grupo II), com os fetos do grupo Controle a diferenca
também foi significativa (p=0,0001, ANOV A nos ranks). Mas, ndo foi encontrada diferenca

significativa quando comparados os grupos I e II.

Nao foram encontrados resultados semelhantes na literatura no que refere a

comparacao dos pesos de LA neste modelo experimental.

Se os fetos portadores de AE, com e sem FTE, apresentaram aumento do peso
do LA em comparacido com o grupo Controle, por que haveria aumento do volume do LA
nos fetos com AE portadores de UHN bilateral se esta diminuiria a diurese do feto e
conseqiientemente tenderia a oligodramnio? Como explicar entdo, o LA aumentado nos 64

fetos do grupo Dox com AE e UHN bilateral (Tabela 3)?

MEREI, BATIHA, HANI et al. (2001), estudaram UHN no modelo
experimental da Dox, especificamente nos fetos que possuiam associacdo de VATER. Estes
autores atribuem a UHN ao fato dos ureteres terminarem em fundo cego bilateralmente,
mas nao correlacionaram estes achados as variacdes de peso do LA, estando seus resultados

restritos a associagdo de VATER e ndo a AE (com ou sem FTE).
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Ao contrario dos rins e ureteres, que sao de origem mesodérmica, as estruturas
do trato urindrio inferior que se originam do intestino posterior, sdo de origem
endodérmica. Seu desenvolvimento embriondrio mantém estreita relacio com a formagao
do reto e anus, mas € possivel um desenvolvimento independente dos ureteres se os brotos
ureterais emergirem numa posi¢do mais alta do ducto mesonéfrico, podendo ocorrer falha
na sua jun¢do adjacente 4 bexiga. Se isso ocorrer, os ureteres podem terminar na uretra ou
no vestibulo vaginal (GRAY & SKANDALAKKS, 1972). Isso explicaria o fato de que,
mesmo com agenesia de bexiga, o feto pode urinar; sugerindo que a UHN bilateral seja de
provavel origem obstrutiva (anatdmica), mas que permitindo a passagem e eliminacio de

urina para a cavidade amnidtica.
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Conclui-se que o modelo experimental de AE testado, utilizando a Dox em dose
maior e menor tempo foi adequado para a obten¢do de AE e outras malformagdes viscerais
associadas, o que permitiu uma identificacdo de anomalias numa propor¢do maior que da

literatura.

Analisando as medidas de peso nas 4 varidveis (saco gestacional, peso do feto,
placenta/membranas e LA), verificou-se que os pesos foram maiores quando comparados

aos pesos das mesmas varidveis nos fetos do grupo Controle, com diferenca significativa

(p=0,0001, Mann-Whitney).

Correlacionando a associa¢do de AE e UHN bilateral (grupo I e II) verificou-se
que os fetos do grupo Dox apresentaram maior peso do LA, com diferencga significativa
(p=0,0001, ANOVA), quando comparados com os pesos de LA dos fetos do grupo
Controle (grupo III). Os fetos do grupo I e II ndo apresentaram diferenga significativa

quando comparados seus pesos de LA.
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De: Comissdo de Pesguisa - Estatistica - FCM - Unicanmp
Para: Willy Marcus Gomes Franga / Lourencoe Sbragia Neto ~ Cirurgia
DPata: Q08/nov/2002

Atresia de esdfago e anomalias viscerais em fetos de

ratas

Sprague-dawley induzidas pela doxorrubicina e
suas relagdes com ¢© hidramnioc materno

Objetivos

Descrever e comparar os grupos Controle e
Doxorrubicina através das medidas das variaveis de
interesse: peso do saco amnidético, do feto, da
placenta e membranas e do liguido amnidtico.

Descrever e comparar o peso do ligquido amnidtico
entre os 3 grupos: Controle, AE sem FTE e AE com FTE.

Metodologia

Fara descrever o3 grupos sdo apresentados
estatisticas descritivas das medidas dos pesos e
graficos Boxplots para comparacéo dos grupos.

Para comparacdc dos pesos entre os grupos Controle e
Doxorrubicina £foi utilizado o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney, e para comparar o peso do liguido
amnidético entre os grupos Controle, AEZ sem FTE e AE
com FTE, foi utilizada a Analise de Variédncia simples
{ANOVA One-Way) com transformacdoc de ranks (ou de
postos) das varidvels, e o teste de comparacédo
mialtipla de Duncan.

O nivel de significlncia adotado foi de 5%.

Resultados
1 - &Analise descritiva e graficos boxplots dos pesos por
grupo:
Peso do Saco Amnidtico
: GRUPO ool N MEDIA DPp MIN MEDITANA MAX
Doxorrubicina | 74 | 5.23 | 0.56 | 3.38 | 5.23 6.51
" Contrele ' 21 5.96 0.z27 5.27 5.28 6.63

p~valor=0.0001 (Teste de Mann-Whitney)
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7- Peso do Saco Amnidtico
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_Doxor_mbécin_a Confrole
‘Peso do Feto
GRUPO N | MEDIA | DP MIN | MEDIANA | MAX
- Doxorrubicina | 74 3.38 .43 2.12 3.36 4.37
Controle 21 4.27 .18 { 3.88 4,27 4,62
p-valor=0.0001 (Teste de Mann-Whitney)
. Peso do Feto
1 "T H
I — 1
-+
- Doxorubicing Controle
- GROPO .. - |- N | MEDIA | DP | MIN | MEDIANA | MAX
yoxorrubicina | 74 0.95 10,16 0.35 0.94 1.62
Controle - | 21 | 1,11 1 0.14 ] 0.67 1.12 1.50

ﬁyalar%ﬁcﬂﬂﬁlﬁ&Tést@~degMann4Whitney)
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Peso da Placenia e Membrana

02 Y ¥

Doxorrubicina Controde

Pesc do Liquido Amnidtico

] GRUPO N | MEDTA | DP MIN | MEDIANA | MAX
i Doxorrubicina | 74 | 0.90 | 0.33 | 0.08 0.88 2.34
© Controle 21| 0.58 | 0.18 ] 0.15% 0.5% 0.97

p-valor=0.0001 (Teste de Mann-Whitney)

Peso do Liguido Amnidtico

Doxorrubicina Coentrole

- Comparagdo  do peso do lionide amniédético entre
upos: Controle, AE sem FTE e AF 105 prE.

Analise descritiva da medida por grupo.

o5

3
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GRUPO K MEDIA DP MHX MEDLANA MIN

AE </ FIE 36 0.87 0.38 2.34 ¢.87 0.08
AE s/ FIE 22 0.952 0.28 1.67 0.90 C.24
Controle 21 0.58 0.18 0.57 0.59 0.19

p-valor=0.0001 (Anova nos ranks)

- Comparagdc dos grupos através do teste de Duncan.

Duncan Grouping Bank médio N GRUPC
A 50.273 22 AE s/ FTE
A 44.472 36 AR o/ FTE
B 21.571 21 Controle

Obs: Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos.

3.0+ Peso do |iguido Amnidtico
.5
2.0
5 .
= A5
8 1
£ _
LWM?TMHJ -
R S
0.5+  ————
22 . 1 T
AE com FIE AE sem FTE Cortrole

Referéncias bibliograficas:

¢ Concver, W. J. (1971), Practical Nonparametric Statistics. New York: John
Wiley & Sons.

* Fleiss, J. L. (1981), Statistical Methods for Rates and Proportions. New York:
Jehn Wiley & Sons, 2% ed.

® Cleveland, W. 8. (1985), The Elements of Graphing Data. Monterey, Califérnia:
Wadsworth Advanced Books and Software.

Programas computacionais:

* The SAS System for Windows (Statistical Analysis System}, versdo 8.02.
3AS Institute Inc, 1999-2001, Cary, NC, USA.

3 - Comparagd@o da porcentagem do liquide amnidtico sobre o sace
amniético entre os grupos: Doxorrubicina e Controle.

106
% do Peso do Liquido Amnidtico sobre © wawe mmnidtico = {Hidram/Sac*100}

GRUPO N MEDIA DP MIN MEDTANA MAX
Dozorrubicina 74 17.14 €.17 1.69 17.33 45,80
Controle 21 9.62 2.89 3.21 9.65 15.45

p-valor=0.0001 (Teste de Mann-Whitney)
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% do peso do Liquido Amniético sobre 0 Saco Amnidtico

B0 ok

404

364

20

Doxorrubicina Caontrote

4 - Comparacide da porcentagem do liguido amnidtico sobre o saco
amnidético entre os grupos: Controle, AE ¢/ FTE e AFE s/ FTE.

n=79

— Analise descritiva da medida por grupo.

GRUPO N MEDLIA De MBX MEDIANR MIN
AE ¢f FTE 36 i6.45 7.2% 45,80 16.20 1.6%
AE u/ FTE 22 1B.18 §5.17 33.01 18.03 7.07
Controle 21 9.62 2,89 15.45 9,65 3.21

p-valor=0.0001 (Anova nos ranks)

- Comparag&o dos grupos através do teste de Duncan.

Puncan Grouping Rank médico N GRUPO
A B3.138 22 AE o/FTE
A 44.722 36 AE s/ PTE
B 18.143 21 Controle

Obs: Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos.

% do peso do Liguide Amnidlico sobre ¢ Sace Amnidtico
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