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RESUMO - Objetivo: Avaliar a sobrevida fetal usando uma nova técnica cirtrgica para criagdo de
um defeito semelhante a meningomiclocele em fetos de coelho. Métodos: Foram utilizadas seis
coelhas da linhagem Nova Zelandia que tiveram um defeito espinhal criado em seus fetos no 23° dia
de gestagdo. O defeito foi criado em 19 fetos e a tentativa de correcdo foi feita em 15 casos (grupo
I), 4 fetos permaneceram sem corregdo (grupo II). No 30° dia de gestacéo, os fetos foram submetidos
a avaliagdo anatomo-patologica. Resultados: No 30° dia a meningomiclocele estava presente em
todos os fetos sobreviventes. A sobrevida total foi de 73,68% (14/19), 11 fetos sobreviveram no
grupo I, e 3 no grupo II. Conclusio: A técnica modificada apresenta sobrevida fetal satisfatoria, no
modelo experimental de criagdo de defeito espinhal em fetos.

DESCRITORES - Cirurgia fetal. Meningomielocele. Disrafismo espinhal. Coelho. Pré-natal. Modelos
animais de doencas.
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Introducio

A meningomielocele ¢ uma doenga devastadora,
podendo levar a retardo mental, deficiéncia motora ¢
incontinéncia urinaria/fecal, dependendo de sua
gravidade. O tratamento pos-natal oferece poucas
possibilidades de melhora aos recém-nascidos afetados
e o tratamento pré-natal parece ser a escolha mais
razoavel. Quanto mais cedo a medula puder ser
recoberta, menor o grau de lesdo mecanica ¢ quimica
a que cla sera submetida ¢ menor o grau de herniagéo
posterior do cerebelo (mal formagao de Arbnold -Chiari
tipo 11)123,

A possibilidade de melhora do quadro neurologico
com a correc¢ao cirurgica pré-natal da meningomielo-
cele, foi primeiramente demonstrada em modelo
animal*>‘ e a correcdo vem sendo recentemente realizada
em humanos!2. Como resultado, o desenvolvimento de
novas técnicas para a corregdo do defeito tornou-se
um campo de pesquisa novo ¢ importante.

A ovelha tem sido o animal de escolha para estudar
a correcao antenatal do defeito, provavelmente por scu
feto ter tamanho semelhante ao feto humano’-3%-1°,
Embora esta se¢ja uma vantagem, o periodo gestacional
longo ¢ o namero pequeno de fetos presente em cada
gestacao, pode ser desfavoravel, especialmente para o
desenvolvimento de novas técnicas ¢ teste de novos
materiais. Para este propdsito, acreditamos que o coclho
seja o melhor modelo animal por causa de seu periodo
gestacional curto ¢ maior numero de fetos (6-8 por
gestacdo). Estas caracteristicas facilitam a constituigao
de um grupo controle, permitindo rapidas mudancgas
nas técnicas e/ou materiais, se necessario. Além disso,
o coclho tem um manejo mais simples quando
comparado a ovelha.

Apesar disso, s6 ultimamente, o coelho foi
estabelecido como um modelo para a criagdo cirurgica
do defeito!!!2, ainda ndo tendo sido estabelecido como
um modelo para sua corregdo. Com este objetivo em
mente, demos inicio a um protocolo para estudar a
corregdo da meningomiclocele , usando para sua criagdo
inicialmente a técnica descrita por Calvano e col.!'!,
subseqiientemente modificada por Housley ¢ col.!2
Durante nosso estudo piloto, acabamos por modificar
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estas técnicas ¢ pretendemos descrever estas
modificagdes no presente estudo.

Métodos

Seis coclhas Nova Zelandia brancas gravidas
adquiridas de um biotério comercial externo, que
chegaram ao laboratorio sete dias antes do ato operatorio
para aclimatagdo. Elas foram alojadas em gaiolas
individuais, em um ambiente calmo com suc¢do de ar
continua, sendo submetidas a ciclos naturais de luz do
dia. A alimentagédo (fornecida pelo mesmo biotério) e
agua foram permitidas até¢ 30 minutos antes da
intervengdo cirurgica, realizada no 23° dia de gestagéo.
A medicagdo pré-anestésica foi constituida de cloridrato
de ketamina 20mg/Kg e acepromazina 1mg/Kg, a
metade da dose foi administrada por via intramuscular,
2() minutos antes da operagdo ¢ antes da tricotomia. O
animal era, entdo, conduzido a sala operatoria, colocado
deitado de costas com seus membros contidos, em
cima de um colchdo aquecido. Depois de obter um
acesso venoso na lateral da orelha, a outra meia dose
de pré-medicacao era administrada, seguida de cefazolin
endovenoso 25mg/Kg. usado para profilaxia antibidtica.
Os eletrodos de monitorizagédo cardiaca eram colocados
¢ 0 acesso venoso era mantido por infusdo continua de
solugdo salina. Halotano 1%-2% foi administrado por
meio de uma mascara de ventilagdo modificada ¢ o
animal manteve movimentos respiratorios espontancos.
A medroxiprogesterona era também administrada na
dose de 4,5mg por via intra-muscular para obter
relaxamento uterino.

Apds a colocacdao dos campos cirurgicos, era
realizada laparotomia mediana, sendo o utero exposto
para contagem do numero inicial de fetos viaveis. S6 o
feto a ser operado permanecia exposto, enquanto o resto
era devolvido a cavidade abdominal. Usando a cauda
fetal como ponto de referéncia através da palpagédo
externa, duas suturas (seda 4-0) eram aplicadas no
miométrio para expor, apos a incisdo uterina, a regido
da espinha lombo-sacra do feto. Ambas as suturas
incluiam as membranas; a inclusdo acidental do feto
na sutura foi evitada colocando-se dois dedos ao lado
do titero mantendo o feto afastado da regido de sutura
(Figura 1A).
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FIGURA 1 - Desenho esquematico da técnica ciriirgica usada para criagdo da meningomielocele em fetos de coelho. (A) Duas suturas
de reparo foram aplicadas contemplando as membranas fetais (detalhe), precedendo a abertura do miométrio. (B) Apenas a cauda fetal
¢ exposta para manter o feto posicionado; é removida de uma area de pele, expondo os processos espinhosos (pontos brancos). (C)
Incisdo sobre o processo espinhoso sendo feita. Observar a abertura do canal espinhal e conseqiiente exposi¢do da medula. Notar a
pressdo aplicada a inser¢do dos membros posteriores do feto que auxilia na exposi¢do da medula. (D) Sutura invaginante aplicada para

o fechamento do miométrio, incluindo as membranas fetais.

Foi executada a incisdo uterina usando o
eletrocautério. A membrana corial ¢ a amniética eram
abertas usando tesoura fina. O feto era manipulado de
forma a permitir que apenas o rabo ¢ a coluna lombo-
sacra permanccessem fora da cavidade uterina (Figura
1B). Usando-se lupa com ampliagdo de 4x (Heine,
Alemanha) ¢ um foco de luz halégena (Heine,
Alemanha), a pele sobre a espinha era, entdo, retirada
(aproximadamente 0.5 cm?) ¢ uma pequena incisdo do
arco vertebral posterior era executada no nivel da
inser¢do das patas traseiras, contemplando quatro a
cinco vértebras, com profundidade suficiente para
incluir a dura mater. Esta incisdo foi executada enquanto
os membros posteriores do feto eram comprimidos (no

nivel de suas inser¢des na pélvis fetal), levando a medula
a “pular fora” do canal medular quando a dura-mater
era aberta, permitindo visibilizagdo da artéria espinhal
(Figura 1C).

No maximo, quatro fetos foram operados em cada
fémea. A corregdo imediata foi tentada em um grupo
(grupo I) usando duas técnicas diferentes que foram
utilizadas em seqiiéncia. A primeira técnica usada (A)
consistiu na aplicacao de uma pelicula de celulose
(Biofill, Fibrocel-Parana, Brasil) diretamente sobre a area
onde a pele havia sido previamente excisada; o tamanho
aproximado da pelicula de celulose era Smm maior da
area previamente retirada, sendo que as bordas da
pelicula ficavam sobre a pele normal. A segunda técnica
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aplicada (B) consistiu na dissec¢do de aproximadamente
Smm da pele, ao redor do defeito, abaixo da derme ¢ a
celulose foi posicionada abaixo da pele normal, cobrindo
completamente o defeito.

Em alguns fetos (grupo II), apds a realizagao do
defeito nenhuma correg¢do foi executada e eles eram
reconduzidos a cavidade uterina (grupo controle). Uma
sutura continua invaginante foi usada para o
fechamento de utero (incluindo as membranas) ¢ 5 ml
de solucao salina morna foram injetados antes da sutura
ser amarrada (Figura 1D). Apos o fechamento por
planos, os animais voltavam as gaiolas para a
recuperacdo, comida ¢ agua eram oferecidas Ad
Libitum. A atividade dos animais ¢ o sangramento
vaginal eram monitorados. Com 30 dias de gestacao as
fémeas eram submetidas a cutanasia, injetando-se 0,5—
1,0ml/Kg de T 61 (Hoechst Roussel Veterinario, Sao
Paulo - Brasil) intratoracico. A seguir, os fetos eram
retirados por laparotomia ¢ também submetidos a
eutanasia por injegdo de T 61 intratoracica. Os fetos

operados eram pesados, fotografados ¢ fixados em
formol 10%. Secdes transversais da espinha fetal
(coloragdo Hematoxilina e cosina) eram analisadas em
ambos 0s grupos.

O defeito foi criado em 19 fetos ¢ a corregdo foi
tentada em 15 casos (grupo I). Foram operados 3-4
fetos por coelha. A técnica (A) foi usada em oito fetos
¢ a técnica (B) em sete. A correcdo néo foi realizada
em quatro fetos que constituiram o grupo II.

O projeto foi aprovado pelo comité ético de
pesquisa animal local.

Resultados

Na criagdo do defeito ndo aconteceram mortes
maternas durante ou depois do procedimento.
No 30° dia, 11 entre 15 fetos do grupo I tinham

sobrevivido e, trés entre quatro, estavam vivos no grupo
II (Tabela 1).

TABELA 1 - Taxa de sobrevida de fetos de coelho submetidos a criagdo cirurgica da meningomielocele no 23°
dia de gestagdo (grupo II), comparados com fetos em que foi tentada a corregcdo (grupo I).

Grupo Operados (n) Sobrevivéncia (n) Total (%)
Grupo I (submetido a corregéo) 15 11 73.3
Grupo II (controle) 4 3 75,0
Total 19 14 73.7

A sobrevida geral fo1 73,68% (14/19). No 30° dia,
o defeito estava presente em todos os fetos
sobreviventes em ambos os grupos, ja que as técnicas

utilizadas ndo levaram a corre¢do do defeito criado
(Figura 2A detalhe).

Microscopicamente a lesdo criada em todos fetos

operados cra semelhante as lesdes presentes em fetos
humanos afetados. A pele estava ausente ¢ a medula
exposta, enquanto uma fusdo da pia e dura-mater pode
ser observada (Figura 2A). O achatamento da espinha,
normalmente presente em casos humanos, pode ser
visibilizado em alguns casos (Figura 2B)

(GY)

I T
FIGURA 2 - Aspecto microscopico (coloracdo hematoxilina/eosina) da meningomielocele no 30° dia de gestagdo. (A) Notar a fuséo

da pia e dura-mater (*) e o achatamento da medula (M) presentes em alguns casos (B). No detalhe, o aspecto macroscopico da lesdo
pode ser visto.
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Discussio

Existem, até o presente, apenas dois estudos, do
mesmo grupo de autores, descrevendo a criagdo de
um defeito semelhante a meningomielocele em fetos
de coclho. Ambos relatam uma mortalidade fetal que
varia de 40%' a 50%!'', enquanto em nossa série
encontramos uma taxa de 26%. Embora estes numeros
ndo permitam avaliar se esta diferenga seria
estatisticamente significativa, nosso estudo é o primeiro
a oferecer uma técnica alternativa valida para a produgéo
do defeito, possivelmente mais segura que as técnicas
anteriormente descritas. Quando comparamos nossos
dados com estes outros estudos, devemos levar em
conta a idade gestacional em que foi realizada a cirurgia
fetal, pois esperamos observar uma maior mortalidade
quanto menor for a idade gestacional na realizagdo do
procedimento'®. Ambos os estudos'’'? tiveram o
procedimento realizado entre 22-23, quase na mesma
idade gestacional em que os nossos casos foram
operados (23 dias). Portanto, neste aspecto, os estudos
podem ser comparados.

Comparando nossa técnica com os estudos
anteriores, quanto ao acesso/posicionamento fetal, pode-
se observar que Calvano e col.!! exteriorizava as patas
traseiras até o nivel da caixa toracica inferior para ter
acesso a espinha, enquanto Housley!? tornava a espinha
lombar ¢ sacra acessivel por meio de uma incisdo uterina,
mantendo o feto dentro do utero. Durante a fase piloto
do nosso estudo, usando a técnica de Housley’s'?,uma
das dificuldades foi manter a coluna fetal no lugar.
Sendo que a manipulacgao fetal era muito grande para
manter a espinha no lugar certo, especialmente durante
a incisdo do arco vertebral posterior, quando o feto
tinha a tendéncia de “descer”” em direcdo a cavidade

(A)

uterina. Este fato também tornava muito dificil a
visibilizagdo da dura-mater, por vezes levando a uma
lesao néo intencional da artéria e ou da medula espinhal.
Exteriorizando apenas o rabo do feto, como
descrevemos, ha uma grande redugdo na tendéncia fetal
de “descer”, reduzindo a manipulagdo necessaria para
manter a area de interesse no lugar, diminuindo a duragéo
do procedimento.

Ao operar em campos cirurgicos maiores,
dissecamos todas as camadas anatdmicas até¢ nosso
objetivo ser alcangado, usando afastadores para expor
¢ manter planos superficiais fora do caminho. Em um
campo cirargico tdo pequeno, uma dissec¢do/exposi¢ao
adequada dos planos ¢ muito dificil, e a visibilizagdo da
medula antes de produzir uma lesdo ndo intencional era
praticamente inevitavel. A aplicacdo, uma suave pressdo
(como descrito) sobre a insercdo das patas traseiras
fetais, no momento da incisdo da lamina, facilitou a
muito visibilizagdo da medula espinhal. Usando esta
técnica, quando a lamina ¢ cortada, a medula quase
“salta para fora™ do canal vertebral, reduzindo o risco
de um dano “acidental” da medula.

Outra diferenga importante de nossa técnica ¢ o
tipo de reparo miometrial, aplicado antes de sua abertura.
Calvano!' € Housley!? aplicaram uma ou duas suturas
em bolsa, que depois da operagdo cram amarradas para
fechar a cavidade amnidtica e o miométrio (Figura 3A).
Esta sutura parecia envolver maior quantidade de
miometrio na sutura, reduzindo o tamanho da cavidade
amniodtica restante. Optou-se por abrir o miometrio
aplicando somente dois pontos de reparo, um deles, ao
final do procedimento, foi usado para executar uma
sutura continua “invaginante” quando do fechamento
da incisdo (Figura 3B), evitando o vazamento do liquido
amniotico.

()

—

FIGURA 3 - Aspectos de duas diferentes suturas de fechamento aplicadas ao miométrio. (A) Sutura em bolsa, usada no projeto
piloto. (B) Técnica de sutura invaginante, utilizada no estudo. Observar o aspecto “isquémico” e a quantidade de miométrio envolvido

na sutura em bolsa quando comparado a sutura invaginante.
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Comparando a sobrevida etre os grupos I ¢ II,
seria esperado que a sobrevida no grupo em que a
correcdo era tentada (grupo I) fosse mais baixa que no
grupo nao submetido a corregédo (grupo II), porque os
fetos eram muito mais manipulados no primeiro caso.
Os 73,3% de taxa de sobrevida encontrada neste grupo
reforgam a impressdo que esta técnica modificada pode
ser melhor que as anteriormente descritas!’!2.

O Obito fetal pos-operatorio pode ter numerosas
causas: comprometimento vascular placenta/umbilical,
sangramento excessivo, perda de liquido amniotico ¢
lesdo medular. Dentre as modifica¢des introduzidas por
esta nova técnica, ndo foi possivel estabelecer qual foi
o ponto mais importante na melhora da sobrevida, mas
acredita-se que a melhor exposi¢cdo dos planos
(reduzindo o dano a medula espinhal) ¢ a técnica de
fechamento do miométrio foram os principais
responsaveis pela baixa de mortalidade fetal.

Conclusio

A técnica modificada apresenta sobrevida fetal
satisfatoria, no modelo experimental de criagdo de
defeito espinhal em fetos.
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ABSTRACT - Purpose: To evaluate fetal survival rate using a modified technique to surgically
create a “myelomeningocele-like™ defect in the rabbit model. Methods: Six white New Zealand
rabbits had a spinal defect created in their fetuses at 23 days of gestation. The defect was created
i 19 fetuses and an attempt to correct it was made in 15 cases (group I), 4 fetuses where left
without correction (group II)At 30 days of gestation, fetuses were harvested for anathomo-pathologic
evaluation. Results: At 30 days, a “myelomeningocele-like™ defect was present in all surviving
fetuses. The total survival rate was 73,68% (14/19), 11 fetus survived in group I and 3 in group IL.
Conclusion: The technique modifications including fetal positioning and exposure of its back prior
to the incision of the lamina associated to a different technique for miometrium closure offers an
alternative and probably safer method to surgically create a spinal defect in the fetal rabbit.
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