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RESUMO

Carvalho, Jodo Paulo Martins de,. Estudo estrutural e ontogenético do pénis de fetos
humanos normais e anencéfalos no segundo trimestre de gestagdo . 2011. 137f.
Tese, Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.
Introducdo- A anecencefalia é o Defeito do Tubo Neural (DTN) mais severo em fetos
humanos. Ha uma demanda crescente para reposicao tissular em doencas crénicas
e cirurgias reconstrutoras. Tecidos fetais tém sido utilizados como substitutos para
orgaos solidos. Objetivo- Comparar a estrutura e morfologia do corpo cavernoso e
corpo esponjoso de pénis de fetos humanos anencéfalos e de controle a fim de
propor um novo modelo para estudos biolégicos e transplantes teciduais. Métodos-
Foram estudados 11 pénis de fetos de controle de 14 a 23 Semanas Pds Concepgéo
(SPC), e cinco pénis de fetos anencéfalos de 18 a 22 SPC. Os orgaos foram
removidos e processados pelas técnicas histo e imunohistoquimicas rotineiras. A
analise do tecido conjuntivo, células musculares lisas e fibras elasticas foram
realizadas em laminas dos espécimes. Os dados foram expressos em Densidade de
area (Da) utilizando-se um software de processamento digital. As médias foram
comparadas utilizando-se o Teste — T ndo pareado e quando aplicavel, a regresséo
linear simples foi utilizada. Foi considerada significancia estatistica se p<0,05.
Resultados- O septo intercavernoso encontrava-se presente em todas as amostras.
N&o foram observadas diferencas da Da do tecido colageno e musculatura lisa dos
pénis de fetos anencéfalos quando comparados aos normais. A regressao linear
simples sugere que durante o desenvolvimento humano ha um aumento gradual do
tecido colageno (R%=0,45) e uma diminuicdo da musculatura lisa (R?=0,62) no corpo
cavernoso de ambos 0s grupos. A elastina encontrava-se presente apenas em fetos
a partir da 202 SPC. Conclusfes- Nao houve diferenca na estrutura da genitélia entre
fetos normais e enencéfalos. A presenca da elastina em fetos a partir da 20?2
SPC é um dado objetivo da manutencéo da capacidade de erecao nestes grupos. A
histo e imunohistoquimica sugerem que o desenvolvimento do pénis destes fetos
encontra-se inalterado. Futuros estudos deverdo ser realizados com o objetivo de
avaliar fetos anencéfalos como um potencial grupo de doadores teciduais e um
adequado modelo para estudos biolégicos.

Palavras-chave: pénis, tecido erétil, anencefalia, embriologia, fetos humanos.



ABSTRACT

Introduction- Anencephaly is the most severe neural tube defect (NTD) in human
fetuses. There is an increasing need for tissue replacement in chronic diseases and
reconstructive surgeries. Fetal tissues have been used as a substitute for native
organs. Aim- Compare the structure and morphology of the corpora cavernosa and
spongiosum of penises from anencephalic and normal human fetuses to propose a
new model for biological studies and tissue transplantation. Methods- We studied 11
penises from normal human fetuses, aged 14 to 23 weeks post-conception (WPC),
and 5 penises from anencephalic fetuses, aged 18 to 22 WPC. The organs were
removed and processed by routine histological and immunolabeling techniques.
Analysis of connective tissue (Cot), smooth muscle (SMC) and elastic fibers (EF)
were performed in sections. Data were expressed as area density (Ad) using digital
processing and software. Means were statistically compared using the unpaired t test
and linear regression was performed. Statistical significance was considered if p <
0.05. Results: The Intracavernosal septum was present in all samples. We did not
observe differences in the Ad of Cot and SMC in the penises of anencephalic fetuses
when compared to normal ones. The simple linear regression suggested that during
human development there is a gradual increase in Cot (R2= +0.45) and a decrease
of SMC (R2=- 0.62) in the corpora cavernosa in both groups studied. Elastin was
observed only in fetuses from 20th WPC. Conclusions: There was no difference in
the structure of the corpora cavernosa and corpus spongiosum of anencephalic
fetuses compared to normal ones. Elastin was documented from 20th WPC, which
suggests the maintenance of erectile function. Histochemistry and immunolabeling
suggested that penile shaft development is maintained and unaltered in anencephalic
fetuses. Further studies should be performed to analyze anencephalic fetuses as a
potential tissue donating group and a model for biological studies.

Keywords: Penis, erectile tissue, anencephaly, embryology, human fetuses
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INTRODUCAO

Com o avanco da faixa etaria populacional mundial e, paradoxalmente, o
aumento exponencial da morbi mortalidade por causas externas, ha uma crescente
necessidade da utilizagdo do transplante tecidual e de 6érgdos nos individuos
acometidos (Rizvi et al, 2011).

O uso de tecidos autélogos € sempre preferencial quando comparado a
utilizacdo dos de origem animal ou sintética (Fletcher et al, 1986). A crescente
demanda da transplantacao tanto tecidual quanto de 6rgdos ndo se acompanha da

disponibilidade destes.

Muitos esforcos tém sido feitos em busca da substituicdo tecidual com
resultados preliminares satisfatérios utilizando-se tecidos sintéticos e matrizes
cadavéricas. Neste escopo, apesar de controversa, a utilizacdo de tecidos de fetos
vem encontrando espaco na pesquisa de engenharia tecidual (Kalaycioglu et al,

2010), com a sua ampla aplicabilidade nos mais diversos campos.

A partir da analise histolégica do tecido de fetos normais e anencéfalos,
poderemos avaliar futuros métodos de substituicdo tecidual, em especifico da
genitélia, com o objetivo de avaliar estes fetos como possiveis modelos de estudo ou

como doadores teciduais.
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1- EMBRIOLOGIA DA GENITALIA MASCULINA

Nas fases mais precoces do desenvolvimento a genitdlia externa é
semelhante para ambos 0s sexos. A partir da 52 semana de gestacéo os folhetos ou
pregas cloacais protuberam-se em cada lado da membrana cloacal. Essas pregas
fundem-se anteriormente a membrana cloacal em seu 1/3 médio, formando o

tubérculo genital.

Durante a divisado cloacal em seio urogenital e canal anal posterior, a porcéo
do folheto cloacal lateral a abertura do seio urogenital forma a prega urogenital e a
porcdo medial ao canal anorretal formard o folheto anal. Um novo par de
membranas, chamado folhetos Iabio escrotais, surgem entdo para flanquear cada

lado da prega urogenital (Schoenwolf et al, 2009), (Figura 1).
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Figura 1 Desenvolvimento da genitalia externa em fetos masculinos e femininos; A-A genitélia
externa desenvolve-se a partir de um par de pregas labio escrotais, um par de folhetos
urogenitais e um tubérculo genital anterior. Inicialmente a genitalia masculina e feminina séo
mofologicamente indistinguiveis até a 72 semana de gestacdo. B, No sexo masculino, os seios
urogenitais fundem-se e o tubérculo urogenital alonga-se para formar a haste peniana e a
glande. A uretra glandar é formada pela invaginacdo da superficie epithelial glandar. Os
folhetos labio escrotais fundidos dardo origem ao escroto nos fetos masculinos. C, No sexo
feminino, o tuberculo genital direciona-se inferiormente para formar o clitéris e os septos
urogenitais mantém-se separados para formar os pequenos labios. Os folhetos labios
escrotais ndo fundidos formarédo os grandes labios. (Schoenwolf et al. modificado de Larsen’s
Human Embryology. Philadelphia, Churchill, Elsevier, 2009)
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Baseado na teoria de Glenister de 1954, a cavidade do seio urogenital
estende-se até a superficie da prega urogenital, formando uma membrana
endodérmica linear, em torno da 6% semana de gestacdo. Esta membrana é
preenchida temporariamente por uma estrutura endodérmica chamada placa uretral,
gue se desintegra temporariamente para entdo se tornar mais aderida as estruturas
da futura genitdlia. Em embrides masculinos esta membrana é mais alongada e
ampla, enquanto que embrides femininos possuem uma estrutura mais curta e de
comportamento mais angulado. Em comum para ambos os embrides é a presenca

de um broto ectodérmico no fim da placa uretral.

O tubérculo genital alonga-se para formar o falo e um primordio das glandes
clitoriana e peniana é demarcado pela haste falica através de um sulco coronal. A
aparéncia da genitalia externa é semelhante para embriées de ambos os sexos até a
72 semana de gestacéo

No 4° més de gestacdo, os efeitos da diidrotestosterona nos embrides
masculinos tornam-se mais evidentes, manifestando-se por um aumento da
separacao do seio urogenital do canal anorretal. As pregas labioescrotais fundem-se
medialmente para formar o escroto, e as pregas uretrais fundem-se para dar origem
a uretra peniana, que se encontra completamente formada na 14® semana pos-
concepcao. A uretra distal peniana € formada por uma combinacdo da fusdo das
placas uretrais e da interiorizacdo das células ectodérmicas localizadas no segmento
distal da glande peniana. No adulto esta distingdo embriolégica manifesta-se pela
diferenca dos epitélios encontrados na uretra peniana em seu 1/3 médio e posterior
como sendo um padrdo do pseudo estratificado, enquanto que na uretra glandar
manifesta-se por um epitélio escamoso de revestimento. Especula-se assim que é
necessario um intenso mecanismo de interatividade entre o mesénquima uretral,
horménios e neurotransmissores, mediados pela acao dihidrotestosterona (Moore et
al, 2011).

Na auséncia de dihidrotestosterona o perineo primitivo ndo se alonga e as
pregas labio escrotais ndo se fundem na linha média. O falo desloca-se
inferiormente formando o clitéris e 0 seio urogenital definitivo torna-se o vestibulo
vaginal As pregas uretrais irdo formar os pequenos labios e os folhetos labio
escrotais formardo os grandes labios.
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Desenvolvimento fenotipico semelhante pode suceder-se em embrides com
genaotipos masculinos em que ocorra a auséncia da enzima cinco alfa redutase ou
naqueles com alteragbes do metabolismo da testosterona e dihidrotestosterona.
Também se sabe atualmente do papel determinante do gene HOX4 para a
diferenciacéo fenotipica do sistema urogenital em masculino onde, na sua auséncia,

podem ocorrer estagios de intersexo (Ravasi et al, 2010).

Figura 2 Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissdo, documentando o fechamento
das pregas uretrais em feto masculino de aproximadamente 10 semanas de gestac¢do. (Meller SE, e
Waterman RE, in Atlas de Reprodug¢do Humana. Hinghan MA, Kluwer Boston, 1982)
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O desenvolvimento uretral acompanha-se em paralelo com o da haste
peniana, anatomicamente a uretra € dividida em dois segmentos principais, 0
anterior e o posterior. O anterior apresenta um comprimento de aproximadamente 15
cm e estende-se do meato uretral até a uretra bulbar. A uretra posterior é formada
pelos segmentos membranoso e prostatico. Possui intima relacdo com praticamente
todos os oOrgdos do aparelho genital masculino compartilhando finalidades

reprodutivas e de excrecao urinéria (Figura 3).
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Figura 3 Corte sagital da pelve masculina com relagdo topografica da uretra e seus segmentos.

Gray's Anatomy 29a Ed, 1977. Ed Guanabara Koogan.

A sua vascularizacdo é compartilhada com a do corpo cavernoso e do pénis.
A artéria pudenda interna bifurca-se em dois ramos: a artéria bulbo-uretral e a dorsal
peniana. A artéria bulbo-uretral é responsavel pela maior parte do segmento
proximal da uretra até o seu terco meédio, jA no segmento peniano com 0S ramos
bulbares e esponjosos. O segmento mais anterior da uretra é vascularizado

principalmente pelo ramo cavernoso da artéria dorsal peniana (figura 4).
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Figura 4 Desenho esquematico da vascularizagdo peniana e da uretra. James D Brooks, in
Campbell’s Urology 82 ed.

O segmento mais posterior da uretra masculina guarda relacdo no seu
desenvolvimento embriolégico com o do trigono vesical e a uretra prostatica. O
segmento anterior da uretra tem seu desenvolvimento intimamente relacionado com
o do falo. Como o meato uretral ndo possui tecido de origem embriologica
especifica, o desenvolvimento da uretra pendular em seu estagio inicial pode possuir
dois primérdios uretrais sendo denominadas placas uretrais que se encontram em

fundo cego (Kusrock et al, 1999).
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2- A ANENCEFALIA

Méas formacgdes congénitas sdo a principal causa de 6bito em recém natos em
paises desenvolvidos. Os Defeitos do Tubo Neural (DTN) sdo o segundo grupo de
alteracdo mais comum, perdendo apenas para as mas formacgfes cardiacas. Os
DTN séo representados pela mielomeningocele e anencefalia. A sua incidéncia
descrita esta em um para mil nascidos vivos; porém pode oscilar de 0,9 como no
Canada ou até 7,7 nos Emirados Arabes Unidos por mil nascidos vivos (Tolmie et al,
1996). O indice de recorréncia pode chegar a 10% em casais com gestacdes prévias

gue apresentaram defeitos do tubo neural (Lemire et al, 1978).

A anencefalia, macroscopicamente, se caracteriza pela auséncia da quase
totalidade da calota craniana, meninges e couro cabeludo, resultantes da faléncia do
fechamento do tubo neural. Os hemisférios cerebrais e o cerebelo estdo ausentes e
apenas um tronco cerebral residual é identificado. A glandula pituitaria € geralmente
hipoplasica e, apesar do feto contar com uma medula espinhal, os tratos cortico
piramidais estdo ausentes tendo em vista da inexisténcia do coértex cerebral (Coop et
al, 1990).

E uma patologia invariavelmente letal e a sobrevida do recém nato varia de
horas a semanas, quando oferecido suporte adequado. Estd associada a
implantacdo baixa do pavilhdo auricular, fenda palatina e defeitos cardiacos
congénitos em até 20%. Estima-se que alteracbes genéticas e individuos
susceptiveis aos efeitos da baixa nutricdo (destacando-se a vitamina B 12) sdo os
fatores de risco para o desenvolvimento desta patologia. Cerca de 50% das
gestacbes de anencéfalos acompanham-se de polidramnia. Confirma-se o
diagnostico com a realizagdo da amniocentese com dosagem da alfa feto proteina e
ultrassonografia obstétrica em 03 dimensdes entre as 142 e 162 semanas de

gestacao, (Haddow et al, 1994).

Neurulacéo é a nomenclatura utilizada para a formacé&o do tubo neural e € um
dos principais eventos na morfogénese humana. O tubo neural da origem ao sistema
nervoso central como o cértex cerebral, tronco cerebral e medula espinhal. A
neurulacdo em embrides de mamiferos ocorre em duas fases: Neurula¢do Primaria e

Neurulagdo Secundéria (Purves e Lichtman, 1985).
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A neurulacdo primaria desenvolve todo o tubo neural rostral e 0 neurosporo
caudal. Durante este processo, que ocorre entre as 32 e 42 semanas de gestacao, a
camada plana de células que envolvem a notocorda torna-se um cilindro, por onde o
sistema nervoso se desenvolvera. Este desenvolvimento acontece em um sentido
cranio caudal, sendo responsavel pela formacéo do sistema nervoso central, tronco
cerebral e medula espinal. A neurulacdo secundaria se da a partir da extremidade
caudal, ou neurosporo caudal. E mediada por células-tronco e encontra-se ausente
em mamiferos sem cauda, ndo € responsavel até o presente momento, por
alteracdes do desenvolvimento caudal como a mielomeningocele (O’Rahilly e Muller,

2002).

Os DTN em humanos séo o resultado de efeitos combinados de alteracfes
genéticas e influéncias do meio sendo um exemplo classico de uma patologia
multifatorial. Com a identificacdo dos fatores genéticos sera possivel caracterizar as
interacbes entre genes e a exposicdo ao meio, conferindo bases para o
desenvolvimento de técnicas de prevencao e aconselhamento genético aos casais.
Estipula-se que o fendbmeno de neurulacdo possa estar determinantemente

envolvido nesta patologia (Lobach et al, 1993).
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3- A CRESCENTE NECESSIDADE DO TRANSPLANTE TECIDUAL E DE
ORGAOS SOLIDOS
Estima-se que nos Estados Unidos da América, um em cada 1000
nascimentos seja de um feto anencéfalo (Blatter et al, 2004). No Brasil, ndo ha
estatistica publicada para este ocorrido, no entanto fontes do Ministério Publico
Federal apontam o pais como sendo o quinto mais prevalente do mundo nesta ma
formacdo. E uma premissa legal dos 6rgdos do governo tomar as decisdes sobre o
abortamento apds analise individual da gestacdo. Desta maneira os dados sobre
abortamentos de anencéfalos pertencem mais a esfera juridica do que uma

estatistica do proprio Ministério da Saude (Fonteles, 2006).

Sabe-se que a legislacao brasileira quando referente a utilizacdo de produtos
de abortamentos encontra-se atrasada em virtude de uma forte pressdo de
seguimentos catdlicos e pentecostais, dentre outras organizacbes sociais que,

através de movimentos democraticos, impedem a regularizacao deste ato.

Nas ultimas décadas o transplante de 6rgédos tem oferecido esperanca para
pacientes sofrendo de doencas crénico-degenerativas, oncoldgicas e patologias
traumaticas. No entanto, a sua aplicabilidade na populacédo pediatrica se encontra
restrita, tendo em vista a limitacdo anatdmica ou a proépria falta de 6rgdos de uma
fonte doadora, tanto intervivos quanto cadavéricos. Apesar do critério estabelecido
para a morte encefélica para doadores intervivos adultos, a populacao pediatrica, em

especial os recém natos, raramente preenche este item (Shewmonet et al, 1989).

Decorrente da restricdo de doadores pediatricos adequados, o uso de fontes
diferentes de tecidos como sintéticos derivados de animais e doadores intervivos
pediatricos, tem sido utilizados. Porém, ainda assim, ha uma importante restricdo na
disponibilidade destes tecidos (Caplan 1987, 1988; e Byrne, 1995).

A utilizacdo de 6rgéos de aneceéfalos pode oferecer algum conforto aos pais
destes recém natos, uma vez que a utilizacdo do tecido destes poderia ajudar uma
populacdo especifica conferindo uma sobrevida a uma crianca invariavelmente
doente que, em Ultima analise, seria um adulto produtivo (Fost 1989, Rothenberg,

1990). No entanto, fetos anencéfalos ndo preenchem os critérios existentes para
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morte enceféalica restando a utilizacdo destes tecidos, ser uma decisao exclusiva dos

familiares e das partes envolvidas (Milliez, 2008).

Atualmente, no Brasil, tramita no congresso nacional um projeto de lei
regulamentando o aborto e, consequentemente, a utilizacdo dos tecidos de fetos
anencéfalos ainda com parecer final a ser proferido pelo Supremo Tribunal Federal.
Produtos de fetos anencéfalos somente podem ser utilizados apos a assinatura de
um termo de consentimento dos pais e terem sido provenientes de um abortamento

legal ou 6bito neonatal (Pinotti, 2004).

Apesar dos conflitos éticos, a literatura mostra varios trabalhos com a
utilizacdo de o6rgdos transplantados de fetos anencéfalos (Labarge et al, 1987,
Salamanet al 1989; Byrne 1995; Milliez 2008). A estrutura dos 6rgaos de
anencéfalos é praticamente desconhecida onde, recentemente, pesquisas com a
analise da morfologia da bexiga (Pazos et al, 2011) e dos rins (Kalayciog’lu et al,

2010) foram publicadas.

O uso da engenharia tecidual em pénis de fetos anencéfalos seria
potencialmente Gtil nos paises em desenvolvimento, onde a incidéncia do cancer de
pénis e sua necessidade de tratamento encontram-se em uma crescente (Koifman et
al, 2011). Da mesma maneira em situac6es onde ocorre traumatismo pélvico com
perda de parte ou da totalidade a genitalia (Badawy et al, 2010) haveria o beneficio
do transplante tecidual.

O tecido do corpo cavernoso de pénis de adultos tem sido utilizado como
modelo de estudo para novas drogas farmacolégicas para o tratamento da disfuncao
erétil (Regadas et al, 2010). O uso da genitalia de fetos anencéfalos abre uma nova
possibilidade para o estudo da anatomia e da histologia de um grupo em particular,

que ainda nao sofreu influéncia do meio externo.

Adicionando dados para futuros experimentos e modelos de fisiopatologia em
doencas penianas, as informacfes provenientes do estudo da matriz extra cellular
podem ser U(teis para a expansao de técnicas de reconstrucdo cirdrgica,

especialmente com tecidos autdlogos
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4- OBJETIVOS
A morfologia do pénis de fetos anencéfalos € desconhecida. O objetivo do presente
estudo € comparar a estrutura e morfologia do corpo cavernoso e corpo esponjoso
de fetos anencéfalos e normais com a finalidade de propor um novo modelo para

estudos bioldgicos e de transplante tecidual.
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5- MATERIAL E METODOS.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (Anexol), com o registro CAAE: 0048.0.228.328-10 em conformidade
com o termo de cooperacao entre a Fundacédo Osvaldo Cruz, o Instituto Fernandes

Figueira e a Unidade de Pesquisa Urogenital (Anexo 2).

Os fetos provenientes de doacdo foram alocados em um grupo do sexo
masculino dentro do segundo trimestre de gestacdo. Posteriormente foram
separados em grupos de fetos anencéfalos e de controle (normais), totalizando 05

espécimes do primeiro grupo e 11 do segundo.

A idade gestacional fetal foi calculada em Semanas Pds Concepcado (SPC)
utilizando-se o critério da distancia do calcaneo ao halux ou do calcaneo ao

pododactilo mais longo (Figura 5). Este critério € o mais utilizado para esta

avaliacdo, encontrando vasta concordancia na literatura (Hern, 1984; Mercer et al
1987; Platt et al 1988, Favorito et al, 2004).

Figura 5- Exemplo da utilizagdo da medida calaneo-halux com paquimetro de precisao.

Os fetos também foram avaliados quanto Comprimento Vértice-Céccix (CVC)
e o didametro da calota craniana em centimetros. Também foi realizada a pesagem

dos espécimes onde todas as medidas foram realizadas por um Unico pesquisador.
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Apos as mensuracdes antropométricas os fetos foram dissecados com uma

lupa de magnificacdo com lentes de 16/25X. O bloco urogenital foi entdo removido

em uma Unica peca que incluia genitalia com a bexiga, prostata, ureteres e o0s rins
(Figura 6).

Figura 6- Bloco urogenital dissecado, com visualizagdo do pénis em sua inegridade, bexiga,
proéstata, Uraco, ureteres e rins.

O pénis foi separado do restante do bloco genital e incluido em formalina
tamponada a 10%. Posteriormente o espécime era emblocado em parafina para ser
encaminhado ao micrétomo para a realizacdo de cortes com 5um de espessura em

intervalos de 200um.
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5.1- Métodos Histo e Imunohistoquimicos

O objetivo final dos métodos histo e imunohistoquimicos foi realizar a
qguantificacdo dos diferentes tecidos como musculatura lisa, tecido conjuntivo e fibras

elasticas.

Inicialmente, a integridade tecidual foi avaliada com a coloragcdo de
Hematoxilina-Eosina em aumentos de 200 e 400 vezes. Com a confirmacao desta
integridade, os tecidos foram encaminhados a bancada para a realizacdo dos

demais métodos histoldgicos.

O Tricrébmico de Masson foi utilizado para a analise e quantificacdo da
musculatura lisa e do tecido colageno (ou conectivo). Neste método a musculatura
lisa manifesta-se por um tom avermelhado, enquanto que o espaco ocupado pelo

tecido conectivo encontra-se em um tom azulado.

A Resorcina Fuccisa de Weigert com prévia oxidacao pela oxona foi o método
histoquimico utilizado para a verificacdo e quantificacdo das fibras elasticas. Este
método é exclusivo para a quantificacdo de fibras elasticas onde este elemento fica

marcado por uma cor marron escurecida e os demais em um tom amarelado.

Para a confirmacdo dos achados da quantificagdo da musculatura lisa, foi
realizada uma contraprova com método imunohistoquimico especifico para este,
utilizando-se Anticorpo Monoclonal para Alfa Actina 08-0106 (Laborat6rios Zymed,

Séo Francisco, CA, Estados Unidos da América).

Para a confirmagdo dos achados da quantificacdo das fibras elasticas, foi
realizada uma contraprova com método imunohistoquimico especifico para estas
utilizando-se Anticorpo Monoclonal para Elastina ab 9519 (Laboratérios Abcam,
Cambridge, MA, Estados Unidos da Ameérica).
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5.2- Quantificacdes Digitais e Analises Estatisticas

Utilizamos o método de quantificacdo digital padronizado no laboratério de
pesquisa de nossa universidade (Mandarim-de-Lacerda et al, 2010). Através da
digitalizacdo da imagem produzida em um microscopio Olympus BX51 acoplado a

uma camera Olympus DP70.

Optamos pela quantificacdo de Densidade de Area (Da) dos diferentes
componentes teciduais em uma grade de 100 pontos através dos Softwares Image
Pro e Image J que séo programas de acesso livre disponiveis na World Wide Web e

oferecidos pelo National Institute of Mental Health (NIMH).

O elemento era quantificado sempre em um mesmo ponto de referéncia de
uma grade de 100 pontos (Quadrante Superior Direito), o elemento tecidual que nao

preenchesse esse critério era excluido (Figura 7).

{ R4p on caver, 20X cdnf 0% ol g
J040x1 536 pieels, ROE 1INB

Figura 7- Exemplo de quantificacdo digital com grade de 100 pontos, com a utilizacdo do programa
Image J. Tricromico de Masson com aumento de 200X, corpo cavernoso de feto de controle. Grade
de quantificagdo com cruzes em amarelo.
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Os fetos anencéafalos e de controle foram separados em grupos para
comparacdo dos mais diferentes parametros morfolégicos, histoquimicos e

imunohistoquimicos.

Para a analise estatistica para comparacao das amostras foi realizado o Teste
T nédo pareado, utilizando-se validade estatistica se o valor p<0.05. Posteriormente,
utilizamos também uma andalise de Regressdo Linear Simples, quando

correlacionada a densidade de &rea tecidual versus idade gestacional (SPC).
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6- RESULTADOS

Durante a avaliacdo macroscoépica das amostras, nao foi observada auséncia
ou genitalia supranumeraria ou qualquer outra malformacdo que ndo fosse
exclusivamente a anencefalia. Nao foi registrada agenesia ureteral, ectopia renal ou

outra malformagéo.

A idade gestacional dos fetos normais oscilou da 112 a 202 SPC e o peso de
110 a 435g (Média de 248,33 com DP de +104,86) e possuiam um CVC de 13 a
26,5 cm. Os fetos anecéfalos possuiam uma idade gestacional de 192 a 222 SPC,
um peso de 280 a 420g (média de 317,159 com DP * 81,20) e possuiam um CVC de
14 a 16,5 cm (tabela 1, gréaficos 1 e 2).
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Tabela 1- Idade gestacional e parametros analisados na macroscopia dos fetos da

amostragem.

Feto Idade (SPC) Anomalia Peso (9) CVC (cm)
1 19 Anencefalia 280 14

2 20 Anencefalia 280 14

3 20 Anencefalia 340 16,5
4 21 Anencefalia 420 15,5
5 22 Anencefalia 420 16,5
6 11 Ausente 245 14

7 12 Ausente 180 14,5
8 15 Ausente 110 13

9 16 Ausente 245 20,5
10 17 Ausente 300 17,5
11 17 Ausente 255 16,5
12 18 Ausente 380 18,5
13 18 Ausente 365 16
14 20 Ausente 400 18,5
15 20 Ausente 435 18
16 20 Ausente 600 26,5

Em ordem: o numero dado ao espécime analisado; a idade do espécime em
Semanas Pds Concepcéo (SPC); a anomalia apresentada; o peso em gramas (g); O

Comprimento Vértice- Coccix (CVC) em centimetros (cm).



31

Quando se comparando os resultados entre os pesos das amostras, nao

houve diferenca significativamente estatistica, (grafico 1).

Grafico 1- Média e Desvio Padrao do Peso dos Grupos.
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Média e desvio padrdo do peso (g) das diferentes amostras, fetos anencéfalos e de

controle, p=0,66.
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Comparando-se as idades gestacionais das diferentes amostras, houve
diferenca estatistica, onde na amostragem de fetos anencéfalos prevaleceu uma
idade mais avancada (gréafico 2).

Gréfico 2- Média e Desvio Padréo da Idade Gestacional dos Grupos.
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Média e desvio padrdo da idade gestacional (SPC) das diferentes amostras, fetos

anencéfalos e de controle, p= 0,023.

hY

Na analise morfométrica a partir de cortes histolégicos, foi verificada a
integridade da anatomia dos fetos de controle e anencéfalos. As duas amostragens
apresentaram idéntica distribuicdo de septos intercavernosos, artérias cavernosas,
veias dorsais superiores e profundas. Ambos o0s grupos apresentavam prepucio bem
desenvolvido (Figura 8).
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Figura 8- Fotomicrografia de tricromico de Masson, objetiva de 4X. Corte transversal de pénis de
feto anencafalo, 202 SPC. O prepucio (P) encontra-se bem desenvolvido, a Fascia de Buck (B) é
exuberante. Corpos Cavernosos (CC) e Corpo Esponjoso (CE) se encontram bem delimitados, assim
como as estruturas vasculares (setas).

Para a comparacdo da quantificacdo, foram separados os resultados dos
COrpos cavernosos e esponjosos em seus diferentes elementos, tecido conjuntivo,
coldgeno e musculatura lisa. N&o foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa nos diferentes elementos dos seguimentos pesquisados, (Tabela2,

gréficos 3, 4,5 e 6).



Tabela 2- Quantificacdo dos Elementos nos diferentes segmentos analisados
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Elemento/

Segmento

Média/Controles

(DP)

Média/Anencéfalos Valor dep

(DP)

Col-CC

ML- CC

Col- CE

ML- CE

18,97 (+7,93)

66,27 (+10,99)

32,91(+9,23)

14,87 (+6,21)

22,15 (+5,84)

53,55 (+4,19)

29,92 (+11,09)

26,29 (+14,84)

p=0,40

p=0,54

p=0,95

P=0,16

DP- Desvio Padrao; Col- Colageno; CC- Corpo Cavernoso; ML- Musculatura Lisa,

CE- Corpo Esponjoso.

Gréfico 3- Quantificacdo da Musculatura Lisa dos Corpos Cavernosos
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Média e Desvio Padrao da quantificacdo da musculatura lisa dos corpos cavernosos

de anencéfalos e controles (p=0,54).
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Grafico 4- Quantificacdo da Mulsculatura Lisa dos Corpos Esponjosos
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Média e Desvio Padrdo da quantificacdo da musculatura lisa dos corpos esponjosos

de anencéfalos e controles (p=0,16).

Gréfico 5- Quantificagdo do Tecido Colageno dos Corpos Cavernosos
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Média e Desvio Padrao da quantificacdo do tecido colageno dos corpos cavernosos

de anencéfalos e controles (p=0,40).
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Grafico 6- Quantificacdo do Tecido Colageno dos Corpos Esponjosos
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Média e Desvio Padrdo da quantificacdo do tecido colageno dos corpos esponjosos

de anencéfalos e controles (p=0,95).

Para a confirmacdo dos dados quantitativos da musculatura lisa, tendo em
vista a pouca literatura publicada referente a analise histoquimica para o tecido fetal,
foi realizado um estudo imunohistoquimico para a alfa actina, que documentou
distribuicdo deste elemento de maneira semelhante em fetos normais e anencéfalos
de idade gestacional aproximada. Esta marcacao foi positiva em corpos cavernosos

e esponjosos de fetos normais e anencéfalos (figuras 9 e 10).
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Figura 9- Fotomicrografia imunomarcagdo para alfa actina, objetiva de 40X. A-Corpo cavernoso de
feto anencéfalo de 202 SPC, B Feto controle de 222 SPC. A imunomarca¢dao se manifesta de cor
amarronzada na superficie das trabéculas de maneira similar para ambas as amostras.
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Figura 10- Fotomicrografia imunomarcagao para alfa actina, objetiva de 40X. A-Corpo esponjoso
de feto anencéfalo de 20 SPC, B Corpo esponjoso de feto controle de 22 SPC. A imunomarcagao se
manifesta de cor amarronzada no limite externo do corpo esponjoso de maneira similar para
ambas as amostras.



39

A integridade epitelial das amostras analisadas estava confirmada pela
avaliacdo do urotélio uretral. Nao foram observadas diferencas histologicamente
singificativas entre os segmentos uretrais de fetos normais e anencéfalos de idéntica

idade gestacional em relacéo ao epitélio de transicéo (figura 11).
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Figura 11-Fotomicrografia tricromico de Masson objetiva de 40X. A-Corte transversal de uretra de
feto 202 SPC com a disposicdo do epitélio uretral. B- Corte transversal de uratra de feto de
controle, 202 SPC. Disposi¢ao semelhante do epitélio uretral.
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O estudo histoquimico com o método da Resorcina Fucsina de Weigert com
oxidacao prévia pela oxona mostrou resultados duvidosos, uma vez que a marcagao
para fibras elasticas ndo foi confirmada (figura 12). Para tanto, foi realizada a
marcacado com teste imunohistoquimico especifico para a elastina, onde a reacao
tornou-se presente apenas em fetos a partir da 202 SPC. A marcacédo, porém, foi

positiva tanto em corpos cavernosos (figura 13) quanto em corpos esponjosos (figura

14) de fetos normais e anencéfalos.

Figura 12-Fotomicrografia Resorcina Fuchsina de Weigert com oxidacdo prévia pela oxona objetiva
de 40X. Feto controle na 222 SPC, resultado duvidoso para a histoquimica especifica para fibras
elasticas.
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Figura 13-Fotomicrografia com imunomarcagao para elastina, objetiva de 40X. A- corpo cavernoso
de feto anencéfalo na 202 SPC e B- corpo cavernoso de feto controle na 222 SPC. A elastina se
encontra marcada (setas vermelhas) na periferia da ttinica albuginea.
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Figura 14-Fotomicrografia imunomarcac¢ao para elastina, objetiva de 40X. A- Corpo esponjoso de
feto anencéfalo 202 SPC, B- feto controle na 222 SPC. A inunomarcacdo se manifesta em um tom
amarronzado, presente em ambas as amostras.
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A fim de aferirmos a prevaléncia dos elementos teciduais versus a idade
gestacional, foi realizado um estudo de regresséo linear utilizando-se estas duas

variaveis.

A densidade de area de cada elemento quantificado (musculatura lisa e tecido
coldgeno) nos diferentes segmentos estudados (corpo cavernoso e esponjoso) foi
atribuida em um gréafico de regressao linar simples correlacionado com a idade

gestacional (SPC).

Na analise do corpo cavernoso foi documentado o aumento do tecido
colageno conforme o avanco da idade gestacional com significancia estatistica
(p<0,01) e forte correlacdo (R=+0,65), (grafico 7). O mesmo estudo documentou o
decréscimo da musculatura lisa conforme o avanco da faixa etéaria (R= - 0,47)
(p<0,01) (gréfico 8). Os resultados foram confirmados mesmo com a presenca de

anencefalia.

Tal correlacdo ndo ocorreu no corpo esponjoso das amostras analisadas por

consequencia, ndo houve relevancia estatistica (graficos 9 e 10).
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Gréfico 7- Regressio Linear Simples- Densidade de Area Tecido Colageno (Corpo
Cavernoso) Vs ldade Gestacional.

35

30

25

Densidade de Area (DA)

20

15

10

R2=0,6517

10 15

Semanas Pés Concepgdo (SPC)

20

25

Regressao Linear Simples documentando forte correlacdo entre o avanco da faixa

etéria e 0 aumento da densidade de area do tecido coladgeno no corpo cavernoso. O
valor de R? foi de 0,65 e o p<0,01



Gréfico 8- Regressdo Linear Simples- Densidade de Area da

(Corpo Cavernoso) Vs ldade Gestacional
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Regressao Linar Simples documentando correlacdo negativa entre o avanco da faixa

etaria e a densidade de area da musculatura lisa no corpo cavernoso. O valor de R?
foi de 0,47 e o p<0,01.
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Gréfico 9- Regresséo Linear Simples- Densidade de Area do Tecido Colageno do

Corpo Esponjoso Vs Idade Gestacional
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Regressao Linar Simples documentando a correlacdo entre o avanco da faixa etaria

e a densidade de area do tecido coladgeno. Ndo houve significAncia estatistica e o

valor de R? foi de 0,0223.
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Gréfico 10- Regressao Linear Simples- Densidade de Area da Musculatura Lisa do
Corpo Esponjoso Vs Idade Gestacional
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Regressao Linar Simples documentando a correlacdo entre o avanco da faixa etaria

e a densidade de area da musculatura lisa. Ndo houve significAncia estatistica e o

valor de R? foi de 0,00.
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7- DISCUSSAO

O avanco da faixa etaria populacional, o aumento da prevaléncia de doencas
cronico degenerativas e o diagnoéstico precoce de doencas hematoldgicas tém
levado ao aumento progressivo da demanda por estudos na area de engenharia
tecidual e transplante celular (de Filippis, 2011). Por outro lado, o avangco dos
cuidados assistenciais promove a prevaléncia cada vez maior de pacientes com
algum grau de restricdo a atividade motora ou com lesdes nheurologicas
incapacitantes, que tém sido vastamente explorados com a utilizacdo de células-
tronco, sejam elas provenientes de uma matriz embrionaria ou de tecido adulto
(Carney e Shah, 2011).

Sao indiscutiveis as vantagens e progressos que a utilizagdo destes materiais
promove nos individuos com restricdes diversas, no entanto, 0 emprego do tecido
humano na substituicdo de outros tecidos lesionados ndo encontra uma linha de
pesquisa tdo ampla, encontrando-se mais focada na substituicio de 0sso0s,
cartilagens, revestimento epidérmico e tecido miocardico (Haraguchi et al, 2011,
Pereira et al 2011).

A utilizacdo de modelos cadavéricos humanos, seja de 6rgdos ou tecidos,
confere vantagem em relacdo aos modelos em que se utilizam animais uma vez que,
obviamente, sdo mais fidedignos e isenta o individuo receptor de qualquer zoonose,
auxiliando na prevencdo de reacdo imunoldgica resultante de rejeicdo de um

heteroenxerto (Hashemi et al, 2011).

A guestdo do uso de tecidos de fetos anencéfalos estaria para, justamente,
ser uma fonte de tecido autdlogo para estudo ainda sem comprovagdo de
aplicabilidade clinica, onde o individuo doador invariavelmente evoluira para o ébito.
O questionamento que se faz é se os tecidos utilizados também sofreriam de mas

formacdes encontradas nestes fetos.

No escolpo da urologia, o emprego de genitalias como modelos de estudo
enconta vasta aplicabilidade, tendo em vista o elevado grau de disfungéo erétil veno
oclusiva e as mutilacbes provocadas por canceres de pénis e traumatismos externos
(Koifman et al, 2011).
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Para a avaliacao inicial da aplicabilidade do tecido de um feto anencéfalo é
importante revisarmos mais uma vez a embriologia. O desenvolvimento peniano tem
seu inicio na 8% SPC, onde a uretra esta completamente formada na 142 SPC e o
prepacio recobre completamente a glande na 212 SPC (Marshal, 1978). Como
descrito na introducdo, os mecanismos completos para o desenvolvimento da
anencefalia sdo desconhecidos, porém sabe-se que o0 seu diagndstico é feito a partir
da amniocentese na 102 SPC e ultrassonografia entre as 142 e 162 SPC (Haddow et
al, 1994), portanto pararelo ao desenvolvimento da genitélia.

A trabécula do corpo cavernoso e a tunica albuginea sdo as principais
estruturas envolvidas no processo erétil. Sdo formadas por células endoteliais,
células musculares lisas e matriz extracelular. Os principais componentes desta
Ultima s@o os varios tipos de colageno, fibras elasticas e glicosaminoglicanos
(Bastos et al, 2004). Sédo determinantes também, de sobremaneira, a distribuicdo
vascular venosa e arterial a fim de promover um adequado fluxo sanguineo para a
erecdo, que é comprovada por métodos ultrassonograficos ainda no periodo intra-

uterino (Pereira et al, 2001).

Os fetos anencéfalos avaliados ndo apresentavam qualquer alteracao
grosseira da anatomia e sua macroscopia genital era idéntica a dos fetos de
controle. Nao havia a presenca de vasos aberrantes ausentes ou supranumerarios,
sejam arteriais ou venosos. Os septos intercavernosos encontravam-se presentes
em ambas as amostras A anatomia uretral encontra-se mantida em ambos o0s
grupos. Estes resultados sugerem que, preliminarmente, a genitalia masculina dos

fetos anencéfalos ndo apresenta diferencas em relacdo a dos controles.

Estudos prévios de fetos humanos normais comprovaram que a concentracao
de colageno aumentou progressivamente e quase dobrou das 172 a 332 SPC,
sugerindo que mudancas importantes da matriz extracelular da haste peniana
ocorrem neste periodo gestacional. Estas mudancas seriam relacionadas ao
processo erétil (Bastos et al, 2005). E importante relatar que o método para a
quantificacdo do colageno no estudo apresentado pelo autor foi o calorimétrico com
hidroxiprolina e o utilizado em nosso estudo foi a quantificacdo da densidade de area
por meio digital, encontrando resultados semelhantes quando utilizada a regressao

linear simples.
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Estes resultados corroboram que, conforme ocorre a maturacdo da genitalia
fetal, hA um aumento gradual na concentracdo do colageno, ajustando a distribuicédo

dos elementos da haste peniana para a erecao.

N&o foram encontradas diferencas na concentracdo do colageno em fetos
anencéfalos e normais, 0 que sugere que no topico especifico do tecido coldgeno o

desenvolvimento da haste peniana encontra-se semelhante em ambas as amostras.

Modelos de pénis de ratos para o desenvolvimento de doenca veno oclusiva
provocada por Diabetes Mellitus e por ateroesclerose sdo extremamente Uteis na
finalidade de se estudar sua fisiopatologia (Albersen et al, 2011; Ferrini et al, 2009).
Porém, € importante salientar que os resuldados apresentados nestas duas
publicacbes apontam para um aumento progressivo do coldgeno nos estados
patolégicos, o que ndo poderia ser transportado como verdade para as hastes

penianas de humanos.

As genitalias dos ratos ndo guardam uma semelhanca anatdbmica tdo
exacerbada que possa ser utilizada como parametro para intervencgdes clinicas, uma
vez que possuem uma estrutura 0ssea no terco médio da haste peniana (Hsu et al,
2005) Em nossa opinido, isso reforca a importancia para a utilizacdo de modelos
autdlogos como bases para futuras pesquisas, uma vez que, 0 aumento da
concentracdo do colageno sugere ser um aspecto fisiolégico da genitalia masculina

ndo podendo encontrar paralelos em outros mamiferos.

A concentracdo das ceélulas musculares lisas decresceu com o avango da
maturidade fetal, tanto em fetos normais quanto anenceéfalos. Estes dados foram
confirmados com a aplicacdo do estudo de regresséo linear. Uma vez comparando
sua densidade de area, houve um aumento nao significativo para os fetos de
controle em relacdo aos anencéfalos, o que poderia ser justificado pela menor faixa

etaria.

Através do estudo imunohistoquimico e comparando-se a distribuicdo das
células musculares lisas, foi possivel observar que nos corpos cavernosos a
prevaléncia destas esta na luz dos sinusoides. No corpo esponjoso as fibras

musculares se dirigem mais excentricamente em relacao a luz uretral.
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Esta distribuicdo divergente poderia ser justificada pela fisiologia de cada
estrutura onde, NOS COrpos cavernosos € necessaria uma maior distensibilidade para
a manutencdo do sangue nestes sinusoides. Nos corpos esponjosos, a distribuicéo
excéntrica destas fibras musculares estaria relacionada ao movimento peristéltico

eventual produzido pela uretra (Takaki et al 2010).

Ainda em relacdo as fibras musculares, a diminuicdo de sua concentracao
justifica-se também pelo aumento da espessura da tdnica albuginea, rica em

coldgeno, com o avanco da idade gestacional.

Na avaliacdo do corpo esponjoso e uretra, ndo foram observadas alteracdes
da densidade de area em relacdo ao colageno e fibras musculares uma vez
comparados os grupos de fetos anencéfalos e de controle. Nas analises de
regressao linear ndo houve mudanca da densidade destes tecidos em relacdo ao
avanco da idade gestacional. O epitélio uretral encontrava-se integro nas duas
amostras. A marcacgao da elastina foi positiva para ambas as amostras apenas a
partir da 222 SPC. Todos estes dados legitimam a afirmacédo de que ndo houve
diferencas evolutivas no desenvolvimento da uretra em fetos anencéfalos, onde este

orgao em particular, poderia ser utilizado para futuros modelos de estudo.

Em um estudo recente foi documentada a presenca de alteracdes
morfoldgicas e histologicas importantes na bexiga de fetos anencéfalos (Pazos et al,
2011). O coldgeno era de sobremaneira aumentado nos espécimes de fetos
anencéfalos quando comparado aos de fetos normais. As células musculares lisas

também se apresentavam com sua densidade volumétrica reduzida.

Neste, foi discutido que o longo intervalo de exposicdo do sistema nervoso
central de fetos anencéfalos ao liquido aminiético com consequente perda da
interacdo neural entre coértex e medula espinhal poderiam ser determinantes para a
mudanca do feedback neuronal. Esta perda da interacdo poderia lesar em definitivo
a interacdo dos segmentos nervos pélvicos e sacrais, levando a lesdes irreversiveis

da bexiga urinaria, ainda em uma fase de desenvolvimento intra-uterina.

Os resultados apresentados por nosso estudo sugerem que O
desenvolvimento da genitalia masculina poderia ocorrer normalmente em paralelo as

alteracdes do sistema nervoso central.
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N&o houve alteragcdes morfo estruturais nas genitalias de fetos anencéfalos
guando comparadas aos de controle. Em tese, a fisiologia da erecdo e a capacidade
uretral em conduzir fluidos ao meio externo estariam mantidas. Estes dados
sugerem que com futuros estudos de biocompatibilidade, a uretra dos fetos ou
recém natos anenceéfalos poderia ser utilizada na cirurgia reconstrutora, em especial
na populacdo pediatrica, tendo em vista 0 crescente interesse pela engenharia

tecidual em tecidos autdlogos (Raya-Rivera et al, 2011).

A ndo lesdo da genitalia fetal pela exposicdo do sistema nervoso central ao
liguido amniético sugere que 0os mecanismos de maturagcdo para esta seriam apenas
dependentes da interacdo hormonal e molecular. A interagcdo dos receptores
estrogénicos e androgénicos em 6rgdos alvo independentemente da interacdo do
sistema nervoso central € bem conhecida em modelos de estudo com ratos (Goyal
et al, 2011), porém estudos com humanos sao pouco disponiveis na literatura.

O desenvolvimento das fibras elasticas pode ter uma importante participacdo
no mecanismo de maturacao da genitalia fetal. A presenca de elastina, confirmada
através de métodos imunohistoquimicos, a partir da 222 SPC sugere que com 0
decaimento da concentracdo das fibras musculares decorrente do avanco da faixa

etaria, as fibras elasticas possuam uma participacdo maior no pool tecidual.

Esta afirmacédo € validada por dados publicados por Bastos e colaboradores
em 2005. Neste, os autores observaram a presenca das fibras elasticas no corpo
cavernoso de fetos na 362 SPC e ainda mais densa e organizada em recém natos.
As fibras elasticas aumentam a sua concentracdo conforme ocorre a distensibilidade
tecidual (Tsuruga et al, 2009), fornecendo um dado indireto sobre a integridade da

capacidade erétil em fetos e recém nascidos normais.

Entendemos que esta é uma séria restricdo ao nosso estudo, uma vez que a
nossa amostra era composta por fetos do segundo trimestre de gestacdo. Porém,
nossos resultados sdo Uteis para confirmar a manutencdo da capacidade erétil, no
aspecto do desenvolvimento das fibras elasticas, uma vez que o incremento destas

encontra-se inalterado nos fetos anencéfalos.
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Os dados apresentados pelo presente estudo sdo consistentes para
documentar que fetos anencéfalos possuem um desenvolvimento da genitalia

semelhante ao dos fetos normais.

Entendemos que o limiar para ser considerada a doacéo tecidual € o critério
de morte encefalica, porém este ndo pode ser aplicado a fetos anencéfalos (Truog e
Fletcher, 1989). Apesar da controvérsia juridica e religiosa, a doacao dos tecidos de
fetos e recém nascidos anencéfalos deve ser estimulada para que futuros estudos
sejam desenvolvidos com o objetivo de avaliar este grupo particular, como fonte de

substrato para pesquisas.
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8- Conclusoes

N&do houve diferenca na estrutura da genitalia entre fetos normais e

enencéfalos.

A presenca da elastina em fetos a partir da 202 SPC € um dado objetivo da

manutenc¢ao da capacidade de erecéo nestes grupos.

O aumento do tecido conjuntivo e das fibras elasticas com o decréscimo das
fibras musculares no corpo cavernoso sugere que ha uma gradual substituicdo

tissular com o avango da maturagéo fetal.
O desenvolvimento uretral encontra-se inalterado em fetos anencéfalos.

Deverdo ser realizados mais estudos com a finalidade de avaliar a
compatibilidade tecidual dos fetos anencéfalos com individuos normais.
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