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A ACCAO TERATOGENICA
DA ACETAZOLAMIDA NO RATINHO (*)

POR

J. Castro-Correia **

A. Sousa-Nunes
A. Silva-Bacelar

A administracdo de acetazolamida na dose de
200 mg/kg de péso e por dia, durante toda a gestacéo,
provoca, nos descendentes do rato, a falta dos quarto
e quinto dedos do membro anterior direito (Layton
e Hallesy, ‘65).

A especificidade desta anomalia foi ulteriormente
confirmada, quer no rato (Hallesy e Layton, ‘67; Scott
Jr., 70), quer no Cricetus auratus (Layton, ‘71). No hams-
ter, porém, registaram-se, além da caracteristica ectro-
dactilia, outras anomalias, entre as quais se incluem as
dos membros posteriores, as exencefalias e, ainda, outras
malformagdes. A proposito das exencefalias e das anorma-

(*) Trabalho subsidiado pelo IAC (Projecto de Investigagdo PMC/5-11).
(**) Direccdo dos Autores: Servico de Anatomia Descritiva

Faculdade de Medicina

Porto-Portugal



lidades n&o incidentes nos membros, Layton (“71) admite
que possam ser causadas pela acetazolamida, embora se
obrigue a reconhecer que 0 seu pequeno numero nao per-
mite tirar conclusdes definitivas. Wilson et ai. (‘68),
por outro lado, registaram no rato 9% de malformagoes
ndo apendiculares, o que levou estes autores a escrever
que o sindrome da acetazolamida ndo é exclusivo dos
membros anteriores pois inclui, por vezes, malformagoes
cranianas, toracicas, cardiacas, oculares, renais, e ainda,
polidactilia ou sindactilia dos membros posteriores.

Julgamos, pois, que convém definir com maior rigor
a amplitude do sindrome. Além disso, a circunstancia da
acetazolamida poder ser usada durante longos periodos (dez
anos ou mais) em doentes glaucomatosos (Haas, ‘67), tam-
bém nos levou a estudar a teratogenicidade deste farmaco.

Dado que as experiéncias genéticas de Biddle e
Miller (72), e de Biddle (‘73), revelaram que diferentes
estirpes de ratinho reagem diversamente a acetazolamida
e que as diferencas de comportamento ja registadas em
embribes de rato, de hamster e de macaco (Wilson e
Fradkin, ‘69) poderiam acentuar-se no ratinho, decidimos
utilizar este roedor nas nossas experiéncias.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se ratinhos albinos, derivados da estirpe
Charles River (1), com pesos de 30 a 40 gramas, alimenta-
dos com dieta F.F.G. (M) da casa E. Dixon & Sons
(Ware) Ltd. e agua ad libitum e mantidos a temperatura
de 22° centigrados.

As fémeas virgens, de 2 a 3 meses de idade, juntaram-se
com os machos durante a noite, pesquisando-se na manha
seguinte a existéncia de rolhos na vagina ou de esperma-
tozdides nos esfregacos vaginais. O primeiro dia de ges-

(1) Estirpe proveniente do Biotério do Centro de Biologia do Instituto Gul-
benkian de Ciéncia (Fundacdo Calouste Gulbenkian).



tacdo contou-se a partir das 8 horas da manhd, hora a que
se separaram os animais, de acordo com as indicagfes de
Kalter (‘68).

A acetazolamida sédica (1) administrou-se por via
subcutanea na dose de 1000 mg/kg de péso e por dia, em
intervalos de 8 horas. Fizeram-se cinco séries de expe-
riéncias de acordo com os dias de gestacdo em que o far-
maco foi injectado. Desta forma, obtiveram-se 23 ninha-
das no 8.° dia (série A), 16 no 9.° dia (série B), 14 no
8.° e 9.° dias (série C), 14 no 8.°, 9.° e 10.° dias (série D),
e 18 no 10.°, 11.° e 12.° dias (serie E) (Quadro I). As
fémeas sacrificaram-se sempre no 18.° dia de gestacdo,
por fractura cervical, procedendo-se imediatamente a aber-
tura do abdémen e a exposicdo dos cornos uterinos para
inspeccdo e contagem dos implantes in situ. Retiraram-se,
em seguida, os fetos para exame preliminar do habito
externo a lupa, tendo-se dado também atengdo as carac-
teristicas do liquido amnidtico.  Procedeu-se, entdo,
a fixacdo quer em alcool a 95 %, para visualiza¢do do esque-
leto pela alizarina vermelha S, quer em Bouin, para
observacao histoldgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O curto periodo de concentragcdo maxima (cerca de
6 horas) da acetazolamida no plasma do rato e o conhe-
cimento de que as malformacdes sdo mais graves neste
animal quando a droga € administrada por via subcutanea
(Wilson et al., ‘68), determinaram a escolha desta via de
administragdo no ratinho, em intervalos de 8 horas.
A fim de se facilitar a comparacdo entre 0s nossos resul-
tados e os obtidos no rato, usamos a dose de 1000 mg/kg
de peso e por dia, tal como o fizeram aqueles autores.

Assinale-se, relativamente a toxicidade da acetazola-
mida sodica, que se registaram apenas 4 mortes num total

(1) Cedida pela Lederle Laboratories Division N.Y. (U.S.A.).



de 125 animais tratados, tendo-se verificado os dbitos fias
duas séries em que as ratinhas foram injectadas durante
trés dias seguidos. Este facto indica que a toxicidade
da acetazolamida para a estirpe de ratinho utilizada
é muito fraca. De modo semelhante, as percentagens de
fetos mortos ou de reabsorcbes foram relativamente bai-
xas em todas as séries (Quadro 1), o que mostra que
a embriotoxicidade da acetazolamida também é pequena.

QUAORO
. Dias Animéis Total Ninhadas Taal Fetos mortos petos Fetos
SERES de de com de ou _
Trtamento  Tratados  Nirhadas  Melfomegfes Inplantes  Reabsorgles  NomYEiS - Melformedos

A 8 28 23 17 298  1141% 20669.13% 58-1946%

B . 20 16 12 217 12553% 1878618% 1863

C 8"e9= 18 14 13 179  om503 114-@6% 563L28%

D 8;9 10 28 14 14 187 14-719% 8941 5% 84-4493%

E 10i1Tel2° 31 18 4 193  21140% 1481668% 231192«
TOTAL 125 85 60 1074 91-848% 744 -82M239-225%

Os Quadros | e Il resumem as observagdes efectuadas.
Convém, todavia, chamar a atencdo para alguns pontos.
Assim, do exame do Quadro | ressalta que as maiores
percentagens de fetos malformados se verificaram na série C
e na série D. Nestas séries, a acetazolamida foi injec-
tada durante dois dias (série C) ou trés dias (série D)
seguidos. Se adicionamos as percentagens de fetos mal-
formados das séries A (19,46%) e B (8,29%) obte-
remos um total de 27,75%, que é sensivelmente igual ao
encontrado na série C (31, 28%). Do mesmo modo, se
somarmos as percentagens de fetos malformados obtidas
nas séries A, B e E, encontraremos 39, 67% que também
é muito proximo do valor percentual registado na série D
(44,92 %). Parece, pois, poder concluir-se que a adminis-
tracdo da droga em dois ou trés dias seguidos aumenta
a sensibilidade das estruturas embriondrias a acetazolamida.



O numero total de fetos malformados foi de 239
(Quadro 1), o que corresponde a 22,26%, quando esta
percentagem se calcula em fungcdo do numero total de
implantes (1074, Quadro 1). Esta percentagem, muito
mais alta do que a registada por Rugh (‘68) para os des-
cendentes andmalos da ratinha virgem de 3 a 5 meses de
idade (0,48%), indica que a acetazolamida sddica, injectada

QUADRO 1L
Localizagdo, tipo e incidéncia das malformagBes

D<as c As Eca T RONCO MEMBROS Nimero
y & Macro. ng%maota%pa das o W[ rdifn  ca In Ante .or Posti rior e
D Tratamento dreie csq, ol nie :';';?:e' ggae"e' Direito ESU MO pneito  Esquet ;>mallormagges
A 8- 10 10 18 16 324 - - - - - 40 13 - - 107
B 9? 1 1 6 4 1o 1 - 1 - - 7 1 - - 22
c 8€e9 23 23 27 27 54 - 2 - - 3 15 1 - - 121
D 89010 3¢ 39 39 43 87 3 2 3 6 6 34 . 3 4 248
E 101 1fe12; 22 12 - - 34

TOTAL 73 73 90 95 185 4 4 4 6 9 118 49 3 4 532

por via subcutidnea, na dose de 1000mg/kg de peso e
por dia, é acentuadamente teratogénica para este roedor.

O Quadro Il organizou-se em funcdo da localizagdo e do
tipo de malformacdes observadas. A andlise da incidéncia
das malformagcBes merece 0 nosso primeiro comentario.

O ndmero total de malformagbes produzidas (532),
sensivelmente duplo do nimero de fetos malformados (239),
revela que muitos deles apresentaram mais do que urna
anomalia.

Das anomalias obtidas no conjunto das séries estu-
dadas destacam-se, por ordem decrescente de frequéncia,
avaliada relativamente ao numero total de implantes, as
da cabeca (31,56%), as dos membros (16,20%), e as do
tronco (1,77%).

Das anomalias dos membros, 10,99% incidiram no
membro anterior direito, 4,56% no membro anterior

N i
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esquerdo e apenas 0,65% nos membros posteriores.
As malformagbes verificadas nos membros anteriores
consistiram exclusivamente em hexadactilia (Fig. 1) em
13,32% dos casos e em ectrodactilia (Fig. 2) do 5.° ou dos
4.° e 5.° dedos somente em 2,23% dos implantes. Acres-
centamos, ainda, que as ectrodactilias do membro anterior
esquerdo nunca se observaram isoladas, mas sempre
associadas a actrodactilia do membro contralateral.

E de toda a conveniéncia comparar os resultados das
ectrodactilias obtidas nas nossas experiéncias com as de
outros autores. Wilson et al. (‘68) registaram 86% de
ectrodactilias nos membros anteriores do rato, calculando
esta percentagem em funcdo do numero total de fetos
malformados. Se calcularmos, do mesmo modo que
estes autores, a percentagem de ectrodactilias nos membros
anteriores do ratinho da estirpe Charles River, encontra-
mos apenas o valor de 10,04%. Da analise dos dados
recolhidos por Layton (71) no hamster, conclui-se que
a percentagem total de ectrodactilias dos membros ante-
riores, calculada relativamente ao numero total de implan-
tes, é de 47,24%, enquanto que a percentagem desta ano-
malia nas nossas séries experimentais, calculada da mesma
forma, apenas atingiu 2,23%. No ratinho da estirpe
Charles River, pois, a malformacdo mais frequente do
esqueleto apendicular ndo é a ectrodactilia pds-axial do
membro anterior direito, mas sim a polidactilia (hexa-
dactilia) deste mesmo membro. Prosseguindo no estudo
comparativo com os resultados de outros autores, verifi-
ca-se que, em relagdo ao numero total de ectrodactilias
dos membros anteriores (24) ou de hexadactilias (143), a
percentagem de casos de bilateralidade foi de 33,33 % para
as primeiras e de 25,17% para as segundas, valores muito
inferiores aos registados no hamster (56 %) por Layton (‘71).

Das anomalias da cabega, as alteracbes palpebrais
formam 17,23%. Estas altera¢cGes consistiram no hipo-
desenvolvimento de uma ou das duas palpebras, num sé
olho ou nos dois olhos, sendo, todavia, mais frequentes



Fig. 1— a) Feto R. 156-H (série C). Membro anterior direito hexadactilo. Bouin.
b) Feto R. 49-H (série E). Corte de 8 micra, onde é bem evidente o esbogo carti-
lagineo do 6.° dedo. Bouin, Flemateina-eosina. 14 x.



0s casos de bilateralidade (70 em 115 embribes). Assina-
la-se, ainda, que o hipodesenvolvimento palpebral foi
sempre mais marcado nos embriGes exencefalicos (Fig. 3)
que, alids, apresentaram sempre malformacdes palpebrais,
com excepgdo de 7 casos. De modo semelhante, as
exencefalias acompanharam-se sempre de macroglossia

Fig. 2— Feto R. 87-L (série D). Ectrodactilia pés-axial do 5.° dedo do membro
anterior direito. Alizarina vermelha S. 10 X.

e de liguido amnidtico hemorragico. Relativamente ao
total de implantes, a percentagem de exencefalias encon-
trada no ratinho foi de 6,80 % (Fig. 4). Este valor é muito
superior, quer ao encontrado no hamster, onde as exen-
cefalias apenas atingiram a percentagem de 0,55 (Lay-
ton, ‘71), quer no rato, onde Wilson et ai. (“68) e Scott (“70)
ndo descreveram monstros exencefalicos. A percentagem
de 6,80 % agora encontrada no ratinho autoriza-nos, pois,
a admitir que a exencefalia é causada pela acetazolamida



sddica, enquanto que o valor de 0,55% apenas permitiu
a Layton (71) aceitar como provavel esta relacdo causal
no hamster.

Fig. 3— Feto R. 83-M (série D). Exencefalia e agenesia palpebral bilateral.
Alcool 95*.

Relativamente as outras malformacdes cefélicas —
— fendas palatinas e malformacdes auriculares — e as
anomalias do tronco — celosomias e malformacdes da
cauda—os nameros encontrados sao pequenos (Quadro I1),
ndo nos sendo, por isso, possivel valoriza-los.

Outro aspecto que as actuais experiéncias nos permi-
tem averiguar € o dos periodos de maior sensibilidade das
diferentes estruturas embriondrias a accdo da acetazola-
mida sodica. A este respeito, o 9.° dia e os 10.°, 11.°
e 12.° dias parecem corresponder a periodos relativamente

N t
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refractarios, pois que, na série B (9.° dia) se encontraram
8,29% de fetos malformados e na série E se registaram
somente 11,92% de fetos anomalos (Quadro I). O exame
comparativo das diferentes séries permite, ainda, fazer
algumas consideracbes de interesse (Quadro Il1).

Fig. 4 —Feto R. 162-J (série C). Exencefalia. Bouin, 8 micra, hemateina-
-eosina. 5 x.

Na série A obtiveram-se 54 (18,12%) malformacdes
cefalicas em 298 implantes, das quais 10 foram excence-
falias, 10 macroglossias e 34 alteracdes palpebrais.
No 8.° dia ndo se verificaram alteracdes do tronco mas, nos
membros, a polidactilia do 6.° dedo foi de 17,79% no total
de implantes da série, localizando-se todas as malforma-
¢bes no membro anterior direito. Estes resultados segerem,
pois, grande sensibilidade das estruturas cefalicas e do
esqueleto apendicular dos membros anteriores, sobretudo



n

do membro anterior direito, no ratinho da estirpe Charles
River, durante o 8.° dia.

Na série C as anomalias da cabeca somaram 56,98 %
em 179 implantes, enquanto que as malformacdes do tronco
e as dos membros foram apenas de 1,68% e de 8,94%,
respectivamente. As exencefalias representaram 12,85%
dos 102 casos de malformagbes cefalicas desta série,

QUADROIN

COMPARAGAO ENTRE  SERIES.

EXF.NCE- MACRO- COES  tRonco CE10- COES A
cAA 0OS  oacm IMPLANTEN
FALIA GLOSSIA PALPEBRAIS PALATINA  AURICUL. SOMA BR A CTILA - CE I

MALEOEI;MA FenDa  MALFORMA MALFOR- MEEM-  ECTRO- HEXA0A NUVERO TOIAL

SERIES CABECA

54 10 10 34 53 53 298
3.36% tien 140% Il 3% 1119%

13 10 8 217
r33% 046 % 0.46% 461% 046%  046% 19 %

102 23 23 54 16

WSB % 1205 % 12.06% 301 % 111 % 160\ 160 % 094% 0.94%

170 39 39 87 3 2 15 3 12 63 30 33 187
Qo 2006 % 2006%  465% 160 % 106 % 002% 161% 642% RS 16055 1165 %

As percentagens sdo calculadas relativamente ao namero total de implantes.

percentagem que é aproximadamente quadrupla da encon-
rada na série A (3,36%). Pelo que respeita as demais
anomalias cefalicas, verifica-se sensivelmente a mesma
relacdo, embora as malformacbes palpebrais da série
C tripliguem apenas as da série A (30,17% da série C para
11,41% da série A). Deste modo, a percentagem de
56,98% encontrada na série C tem de relacionar-se com
uma maior sensibilizacdo das estruturas cefélicas a aceta-
zolamida soédica quando injectada por via subcutanea
no 8.° e no 9.° dias, tanto mais que, quando a administracéo
se fez apenas no 9.° dia, a percentagem de exencefalias
foi somente de 0,46% das 13 malformacgbes cefélicas pro-
duzidas. Quanto ao tronco, verificou-se um ligeiro
aumento da sua sensibilidade, tendo as malformacdes
atingido 1,68%. Pelo que diz respeito aos membros,
a polidactilia do 6.° dedo continuou a ser a anomalia
N i
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do esqueleto apendicular exclusivamente verificada. Ao
compararem-se 0s resultados obtidos nos membros nas
séries A, B e C ndo se observa o aumento progressivo das
percentagens da polidactilia do 6.° dedo, pois na série
C apenas se encontraram 8,94 % de hexadactilias, percen-
tagem que é apenas metade da registada na série A (17,79 %)
Na série D, a percentagem de malformacgGes cefalicas
foi de 90,91% em 187 implantes da série. Procedendo
do mesmo modo que nas séries A e C, isto é, calculando
as percentagens das diferentes anomalias cefalicas em rela-
¢do ao numero total das mesmas, verifica-se uma distri-
buicdo sensivelmente mais elevada que na série C (exen-
cefalias: 20,86%; macroglossias: 20,86%; altera¢des palpe-
brais: 46,53 %). Dado que na série E (10.°, 11.° e 12.° dias)
ndo se produziram malformacdes cefalicas julgamos poder
explicar o aumento percentual destas malformagdes na
série D pelas mesmas razdes referidas a propdésito da serie C.
Se bem que ainda pouco afectado, o tronco ja registou
na série D, 8,02 % de malformagdes, aumento que € devido,
sobretudo, ao aparecimento de malformacdes da cauda.
Relativamente aos membros, a percentagem de malforma-
cOes foi a mais alta de todas as séries (33,70 %), continuando
a verificar-se maior incidéncia no membro anterior direito,
mas registanto-se, agora, muito maior nimero de casos
no membro anterior esquerdo do que nas sérias anteriores.
As Unicas alteragbes dos membros posteriores registaram-se
nesta série. A série D foi também a Unica série em que se
observaram ectrodactilias pds-axiais, tanto dos membros
anteriores como dos posteriores, embora com nitido predo-
minio dos primeiros e, sobretudo, do membro anterior direito.
Finalmente, na série E, observaram-se exclusivamente
polidactilias dos membros anteriores. A percentagem
total de hexadactilias neste série foi, porém, de 17,62%,
isto é, igual a da série A, verificando-se, ainda, predominio
da localizagdo no membro anterior direito.
Do exame global das malformacgdes do esqueleto
apendicular resulta que as maiores incidéncias as registaram
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nas séries A, D e E, e que os membros anteriores tém,
provavelmente, dois periodos criticos de sensibilidade,
um no 8.° e outro no 10.° dia, enquanto que o periodo
de sensibilizacdo dos membros posteriores devera cor-
responder & transicdo do 9.° para o 10.° dia.

CONCLUSOES

De entre as conclusfes mais importantes, a primeira
a tirar é que, no ratinho da estirpe Charles River, a tera-
togenicidade da acetazolamida ndo é tdo especifica para
0s membros como no rato ou no hamster. Na realidade,
relativamente ao total dos implantes, enquanto que as
malformacbes do esqueleto apendicular representaram
16,20%, as da cabeca atingiram 31,56%. Este facto
pode ser devido a varios factores, de entre os quais desta-
camos a sensibilidade das estruturas cefalicas da estirpe
de ratinho utilizado, os periodos em que a droga se admi-
nistrou, a via de administracdo escolhida e, possivelmente,
a mais uniforme concentracdo de acetazolamida no
plasma, em consequéncia do horério das injecgoes.

As 73 exencefalias encontradas nos 1074 implan-
tes (6,80%) levam-nos a admitir que estas malformacdes
sdo produzidas pela acetazolamida sddica no ratinho
albino da estirpe Charles River.

O terceiro facto para que chamamos a atencdo é que,
no relativo as malformacdes dos membros, a sua maior
incidéncia se verificou, tal como no rato e no hamster,
no membro anterior direito, mas que, contrariamente ao
observado nestes animais, a malformacdo do esqueleto
apendicular consistiu, fundamentalmente, numa polidacti-
lia pés-axial (hexadactilia) e ndo numa ectrodactilia pds-
-axial.

Com efeito, a polidactilia do 6.° dedo foi a Unica
malformacédo do esqueleto apendicular em quatro das cinco
séries estudadas, facto que resumidamente evidencia o seu
predominio. Relativamente a esta anormalidade é de

N i
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interesse citar a possibilidade do seu aparecimento na
espécie humana (Pires de Lima, 27).

A frequéncia das malformacdes nas diferentes séries
sugere que os periodos de sensibilidade critica sdo o 8.° dia
para as malformacgdes cefélicas e o 8.° e 0 10.° para as
dos membros anteriores e, ainda, que a administracao
da acetazolamida sodica em dois ou trés dias consecutivos
aumenta a resposta teratogénica das estruturas embrio-
narias.

Finalmente, e apesar dos nossos resultados, é preciso
ndo esquecer a possibilidade de existéncia de estirpes
resistentes & accdo teratogenica da acetazolamida (Biddle
e Miller, ‘72), o que vem mostrar, também, que o compor-
tamento do ratinho relativamente a este inibidor da ani-
drase carbonica é diferente do observado no rato e no
hamster.

RESUMO

A acetazolamida sédica administrada por via sub-
cutédnea, em intervalos de 8 horas, no ratinho da estirpe
Charles River, na dose de 1000mg/kg de peso e por dia,
além de se revelar pouco toxica, provocou malformacdes
em 239 dos 1074 implantes obtidos, ou seja, em 22,25%
dos fetos.

As maiores frequéncias de anomalias, calculadas
relativamente ao numero total de implantes, registaram-se
na cabeca (31,56%) e nos membros (16,20%), tendo-se
obtido, no tronco, apenas 1,77%. As malformacgtes
cefélicas mais frequentes consistiram em alteracGes pal-
pebrais, logo seguidas das exencefalias onde se encontraram
respectivamente, as percentagens de 17,23% e de 6,80%,
em relacdo ao total de implantes. Nos membros, as mal-
formacgdes incidiram 118 vezes no membro anterior direito,
49 vezes no membro anterior esquerdo e 7 vezes nos mem-
bros posteriores. As anomalias do esqueleto apendi-
cular consistiram, nos membros posteriores, em ectro-
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dactilias ou sindactilias. Nos membros anteriores, porém,
a malformacdo mais frequente ndo foi a ectrodactilia
pos-axial mas sim a polidactilia do 6.° dedo (hexadactilia)
que, em quatro das séries experimentais, foi a Unica mal-
formagcdo do esqueleto apendicular encontrada.

Os autores concluem, por altimo, que a teratogeni-
cidade da acetazolamida sodica ndo é tdo especifica no
ratinho da estirpe Charles River como no rato e no hamster
e, ainda, dada a frequéncia das malformacdes observadas
nas diferentes séries, que o inibidor da anidrase carbonica
utilizado aumenta a resposta teratogénica das estruturas
embrionérias quando é administrada em dias consecutivos.

SUMMARY

Sodium acetazolamide injected subcutaneously at
intervals of 8 hours in the pregnant female mice of the
strain Charles River has showed little toxic effects and
produced malformations in 239 of the 1074 implants,
I. e. 22,25% of the fetuses obtained. The most frequent
abnormalities related to the total number of implants,
were observed in the head (25,05%) and in the limbs
(16,20%). Only 1,77% of malformations were found in
the trunk. In the head, the most frequent malformations
were the palpebral abnormalities and the exencephalies,
respectively, 17,23% and 6,80%. In the limbs, the mal-
formations were apparent 118 times in the right forelimb,
49 times in the left forelimb and 7 times in the hindlimbs.

In our experiments, in opposition to what was des-
cribed by other authors, the postaxial ectrodactyly of the
forelimbs was not so frequent as in other animals. In fact,
the most frequent abnormality of the forelimbs was the
hexadactyly which, in four of our five experimental series,
was the only malformation verified. This malformation
was localized 13,32% in the forelimbs, of which 9,50%
were found in the right forelimb. At last, the authors
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think that the teratogenicity of the sodium acetazolamide
IS not so specific in the mouse of the Charles River’s
strain as in the rat or in the hamster. Finally, they
suggest, seeing the rate of the malformations observed in
the different series, that the used carbonic anhydrase
inhibitor, when it is administrated two or three successive
days, incrises the teratogenic answer of the embryonic
structures.
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O uso crescente da artériocoronariografia, justificado
em parte pelos resultados obtidos com o tratamento
cirirgico das doengas coronarias, em especial pelo método
da ponte venosa aorto-coronaria, tras-nos, cada vez com
maior frequéncia, a possibilidade de um estudo correla-
tivo entre os electrocardiogramas e as artériocoronario-
grafias dos doentes com o diagndstico clinico ou labora-
torial de angina de peito ou de enfarte do miocéardio.

Sabe-se hoje, que o enfarte do miocérdio ndo depende
apenas do local da oclusdo coronaria macroscopicamente

* Trabalho apresentado no VIl Congresso Hispano-Portugués de Cardio-
logia, Valéncia. Outubro de 1973.



visivel, ou da rapidez da sua instalagdo, mas também de
outros factores de ordem neuro-hormonal, hemodiné-
mica e metabdlica, ou de alteracbes da microcirculagédo
coronaria, factores s6 por si tdo importantes que podem
explicar o aparecimento de enfartes, electrocardiogra-
ficamente comprovados, em coracdes com coronariogra-
fias absolutamente normais. Todos estes factores, cujos
mecanismos ndo sdo ainda completamente conhecidos,
devem ser profundamente estudados, tendo em vista a efe-
ciente profilaxia e tratamento médico-cirdrgico da doenca
coronaria.

Os nossos estudos sobre a circulagdo coronaria car-
diaca no homem e nos animais de experiéncia, levaram-nos
a provocar oclusGes coronarias experimentais no céo,
controladas pelo estudo enzimatico, eléctrico e angio-
cardiografico. Os resultados obtidos em trabalhos ante-
riores fizeram-nos considerar atil o uso da artériocaro-
nariografia antes e ap6s as laqueagdes. A sua utilizagdo
mostrou-nos que oclusdes bruscas e completas da artéria
interventricular anterior, a poucos centimetros da sua
origem, permite a sobrevivéncia de cerca de 80% dos
animais, quando € feita a juzante da origem da artéria
obliqua do ventriculo esquerdo e da primeira septal ante-
rior. O estudo electrocardiografico permitiu-nos veri-
ficar que os animais que sobreviviam a laqueacdo, nem
todos evoluiam da mesma maneira, e os tragcados obtidos
ao fim de vinte ou trinta dias de evolugdo, mostravam-se
por vezes absolutamente normais.

Pensamos que um estudo comparativo entre os elec-
trocardiogramas e as arteriocoronariografias nos podia
trazer alguns ensinamentos.

MATERIAL E TECNICAS

A laqueacdo da artéria interventricular anterior foi
praticada em diversos locais do seu segmento proximal,
em 60 cdes adultos de raga vulgar.



Os primeiros 20 animais foram controlados pelo
estudo das transminases e pela obtencdo de electrocar-
diogramas imediatamente apds a laqueagdo as 16 horas,
24 horas e nos dias que se seguirem até a morte do animal.
Os que sobreviviam, eram sacrificados ao 20.° dia com
um excesso de pentotal.

Nos 20 seguintes o controle foi feito essencialmente
através de arteriocoronariografias, que obtinhamos apds
a laqueacédo, e decorridos 10, 20 ou 30 dias, altura em que
sacrificavamos o animal. Nos dltimos 20, além das arté-
riocoronériografias seguimos a evolugcdo das lesGes pro-
vocadas, através de electrocardiogramas obtidos apds
a laqueacdo e nos dias que se seguiram até & morte do
animal.

Como anestésico usamos o pentotal sédico por via
endovenosa.

As laqueacdes foram feitas pela técnica de ocluséo
brusca e completa, em torax aberto.

As coronariografias foram obtidas com base na técnica
de Arnulf, com as modificacbes referidas em trabalho
anterior.

Os coragOes isolados, que foram sujeitos a estudo
macroscopico, foram injectados com minio e colodio apés
0 que obtinhamos corondriografias que se comparavam
com as obtidas no vivo.

Em alguns coracBes estudamos as corondrias pela
técnica de corrosdo de Ruish e noutros casos fez-se um
estudo microscopico das zonas com enfarte macroscopico.

METODOS E RESULTADOS

Os cées, ap6s um jejum de 24 horas, eram levados
para a mesa operatoria, anestesiados com pentotal soédico
por via endovenosa e mantidos durante toda a operacao
com gota a gota de soro fisiolégico heparinado.

Faziamos a entubacdo endotraqueal e obtinhamos
a paragem respiratoria administrando uma ampola de
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Galhamina, passando a respira¢cdo a ser comandada por
maquina eléctrica.

Obtinhamos um electrocardiograma e uma coronéa-
riografia pela técnica do cateterismo arterial retrogrado
através da femural, com paragem cardiaca pela acetil-
colina, conforme descrevemos em trabalho anterior.

Faziamos entdo a toracotomia seguida de pericar-
diotomia. Nos ultimos 20 cdes a lagqueacdo da artéria
interventricular anterior foi precedida da sua dissecgédo
e isolamento numa extensdo de cerca de um centimetro.
A laqueacdo fez-se no seu segmento proximal, a diferentes
distdncias da sua origem.

Apoés a laqueacdo colhiamos novo tracado electro-
cardiografico e procediamos a nova arteriocoronariografia,
que repetiamos, juntamente com o electrocardiograma,
ao fim de 10, 20 e 30 dias, altura em que sacrificavamos
o animal. Depois do exame macroscépico do coragao
isolado, injectdvamos as artérias coronarias, com uma
mistura de minio e colddio, e procediamos a novas coro-
nariografias.

Em alguns casos mandamos o coragdo para o Labora-
torio de Anatomia Patoldgica, para obtermos o estudo
microscopico das regides correspondentes ao territdrio
da artéria laqueada.

Nos primeiros 20 cdes, em que as laqueacbes foram
feitas a cerca de 1,5 centimetros da origem da artéria
interventricular anterior, obtivemos a sobrevivéncia de 80 %
dos animais e auséncia de sinais electrocardiogréaficos de
necrose miocardica em 50 % dos casos. Nos 20 seguintes,
em que a laqueacdo foi feita a menos de 1 centimetro
da origem da artéria interventricular anterior, tivemos
100 % de mortes nas horas ou dias que se seguiram a inter-
vencdo. Verifickmos que nestes casos, a laqueacdo era
feita a montante da origem da primeira septal anterior,
e por vezes, da artéria obliqua do ventriculo esquerdo.
Os electrocardiogramas mostraram sinais precoces de
isquémica e lesdo miocérdica e os cdes morreram em



Fig. 1— Artériocorondriografia e electrocardiograma obtidos antes da laqueacdo
da artéria interventricular anterior. (Céo n.° 5/73).

Fig. 2— Artériocoronéariografia e electrocardiograma obtidos alguns minutos apds
a laqueagdo da artéria interventricular anterior, para cima da origem da 1® septal
anterior. (Cé&o n.° 5/73).



Fig. 3— Artériocoronariografia e electrocardiograma obtidos antes da laqueacédo
da artéria interventricular anterior. (C&o n.a 29/72).

Fig. 4 — Artériocoronariografia e eletrocardiograma obtidos 30 dias apés a laquegéo
da artéria interventricular anterior, jmediatamente abaixo da origem da primeira
septal anterior. (C&o n.° 29/72).



Fig. 5— Artériocorondriografia e electrocardiograma obtidos antes da laqueacédo
da artéria interventricular anterior. (Cao n.° 20/73).

Fig. 6 — Arteriocoronariografia e electrocardiograma obtidos 10 dias ap6s a
laqueacdo da artéria interventricular anterior a cerca de 2 centimetros da sua origem,
respeitando a integridade da 1» septal. (C&o n.° 20/73).






fibrilhacdo ventricular, nas primeiras 36 horas apos
a laqueacdo. Os ultimos 20 cdes, em que a oclusdo foi
feita a mais de 1,5 centimetros da origem da artéria inter-
ventricular anterior, ou num dos seus ramos colaterais,
a sobrevivéncia foi superior, a 80%, desprezando as mor-
tes resultantes de acidentes operatdrios ou de complicacGes
post-operatérias, alheias as alteragbes circulatorias resul-
tantes da laqueacdo. Dos animais sobreviventes a laquea-
cdo, 10 apresentavam coronariografias mostrando o local
da oclusdo e todo o territério da artéria lagqueada, sem
qualquer vascularizagdo. O aparecimento de rede cola-
teral vicariante visualizou-se nalguns casos mas s6 ao fim
de 30 dias. Nos -electrocardiogramas correspondentes
podemos observar sinais caracteristicos de enfarte em fase
aguda, uma evolucdo electrocardiografica normal do
enfarte e ao fim de 30 dias sinais de uma cicatriz mio-
cardica anterior ou antero apical.

Em 6 dos animais o electrocardiograma mostrou sinais
de isquémia e lesdo agudas nos primeiros dias, tendo evo-
luido até aos 30 dias sem mostrar sinais de necrose mio-
cardica. Nalguns casos, houve uma total recuperagédo
electrocardiografica, em contraste com as coronariogra-
fias, onde se podia observar nitidamente o local da laquea-
¢do, e uma vasta zona do coracdo sem qualquer circulagéo
macroscopicamente visivel.

CONCLUSOES

A laqueacdo brusca e completa da artéria interven-
tricular anterior no cdo, para cima da origem da artéria
obliqua do ventriculo esquerdo ou da primeira septal
anterior, mostrou nas arteriocoronariografias obtidas apo6s
a lagqueacdo, o desaparecimento total da artéria a juzante
da oclusdo, e nos electrocardiogramas correspondentes,
sinais precoces de isquémia e lesdo miocérdicas. Nestes
animais a morte sobreveio, em fibrilhacdo ventricular,
nas primeiras 36 horas que seguiram, a operagao.



As laqueacdes da artéria interventricular anterior que
poupam a artéria obliqua do ventriculo esquerdo e a pri-
meira septal anterior, mostraram-nos nas coronoriogra-
fias o local da laqueacdo, assim como o desaparecimento
de qualquer circulacdo macroscépica no territério da arté-
ria ocluida. O aparecimento de anastomoses vicariantes
foi tardio, visualizadvel nalguns casos, mas s6 ao fim de
30 dias. Em muitos destes casos ndo havia correspon-
déncia entre a sucessdo das artériocoronariografias, que
mostravam vastos territdrios sem qualquer circulacdo
arterial macroscopica e o0s electrocardiogramas corres-
pondentes, que evoluiram em 40 % dos casos sem apresen-
tarem ondas de necrose.

A falta de traducdo electrocardiografica dos enfartes
que comprovamos histolégicamente, pode explicar-se pela
suas pequenas dimensGes e por estarem rodeados por
tecido miocardico normal. No entanto, as suas reduzidas
dimens@es estdo em desacordo com a extensdo do territd-
rio da artéria ocluida, e, sem circulagdo visualizavel
através da corondriografia.

Trabalho realizado no Laboratério de Anatomia
Normal da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de Coimbra.

Subsidiado pelo Instituto de Alta Cultura.

Director: Prof. Doutor Herménio Cardoso
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INTRO DUCAO

Os numerosos estudos publicados acerca da anatomia
dos canais pancreaticos fornecem-nos resultados muito
dispares em relacdo a sua morfologia, aos seus tipos e
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as suas frequéncias relativas, o que determina grandes
dificuldades na sua sistematizagcdo. Esta questdo trans-
cende porém os aspectos dum problema anatémico
elementar em virtude da enorme importancia clinica
das doencgas do péncreas e das suas intimas relacbes com
a secrecdo externa deste 6rgdo. Além disso, este problema
constitui uma questdo da Patologia da maior actualidade
e ainda bastante mal conhecida, o que vem acentuar a
sua complexidade.

Os canais pancreaticos tém sido estudados desde héa
muito por diversos autores, mas o0s resultados a que che-
garam sdo como dissemos bastante divergentes. Esta
acentuada divergéncia de resultados e de conceitos mor-
fologicos e até funcionais, subsequentes, resulta ndo sé
das numerosas e diversas variagcBes anatdmicas desses
canais, variagOes essas que se explicam pela complexa
génese embrioldgica do péancreas, mas é também conse-
quéncia da diferenca dos métodos utilizados no seu
estudo.

Os dados fornecidos pela dissecgdo classica, pela
pancreatografia e pelos estudos pds-morte com injeccdes
canaliculares, quer utilizando substancias de contraste
radiologico quer preparando pecas pelo método de injec-
céo-corrosdo, estdo ainda dependentes de diversos factores
técnicos que, por si sO, podem modificar as conclusdes
e assim a elaboracdo dos conceitos finais, que, deste modo,
resultam fatalmente distintos. E, portanto, mais um
elemento a tornar ainda mais complexo o problema.

A investigacdo pura e a investigacdo clinica da ana-
tomia das vias pancreaticas pelos métodos radioldgicos
tém, com efeito, na actualidade, o maior interesse pratico
pois sem um conhecimento anatdmico preciso e rigoroso
da forma como, no parénquima pancreético, se orga-
nizam o0s canais excretores, ndo é admissivel uma correcta
leitura das imagens radiolégicas obtidas, e consequente-
mente, € inseguro o juizo elaborado acerca da situagdo
clinica do caso concreto em estudo.



Com efeito, o estudo das variacbes da anatomia
dos canais pancredticos tém maior interesse pratico na
interpretacdo das pancreatografias e todos os clinicos
conhecem como essas variagbes se desviam com muita
frequéncia da descricdo que se considera classica. Além
disso tais canais apresentam altera¢cbes normais e pato-
I6gicas de calibre, podem desenhar curvas extensas, as
vezes pronunciadas, descrever espirais e até se entre-
cruzaren!, o que, por si s6, mais dificil torna a interpre-
tacdo das imagens radiograficas colhidas.

Nas Ultimas décadas, a patologia pancreética tem
vindo a ser melhor conhecida em virtude do aperfeigoa-
mento das técnicas do seu diagnostico clinico. Recor-
demos que determinados aspectos da fisiopatologia do
pancreas sao tdo particulares que devem ser aqui acen-
tuados: a glandula pode suportar uma isquémia relativa
desde que se mantenha livre a sua excre¢do, mas as laquea-
cOes dos canais excretores trazem complicacGes que vao
desde as atrofias parciais até — embora mais raramente —
as atrofias totais e as necroses graves. Apesar de as
perturbagdes metabolicas consecutivas as pancreato-duode-
notomias totais poderem ser laboratorialmente corrigidas,
a experiéncia existente — que é curta — mostra-nos que
apenas cerca de um ter¢co dos operados sobrevivem dois
anos. E tudo isso sem sequer se eshocar um estudo
acerca da anatomia clinica — alids tdo controversa — da
grande papila, da pequena papila e da anastomose dos
dois canais pancreaticos fundamentais, constituem a
sede de problemas fisiopatolégicos muito especiais.

Podera a variabilidade anatdbmica dos canais pancrea-
ticos e da sua drenagem no duodeno explicar os diferentes
resultados experimentais, fisiopatologicos e clinicos? Sera
essa variabilidade susceptivel de nos esclarecer acerca
de tantos aspectos da clinica e da cirurgia pancreatica?

Afigura-se-nos assim interessante que se tentem rever
0s problemas da anatomia dos canais pancreaticos numa
data em que se inicia a execucdo da transplantacdo deste
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6rgdo. Esta cirurgia tem tido muitas dificuldades, que
surgem logo nas primeiras tentativas experimentais e nos
resultados obtidos em transplanta¢cdes humanas. Convém
porém, realcar aqui que os problemas anatomicos das trans-
plantagbes pancreaticas ndo sdo problemas essencialmente
vasculares mas como vimos incluem também questdes
muito complexas derivadas sobretudo da supressdo da
secrecdo externa.

Foram precisamente essas multiplas e complexas
dificuldades que o estudo da anatomia, da fisiologia, da
patologia e da clinica do péancreas levantam e a sua pre-
mente actualidade, os factores que motivaram 0 nosso
interesse pela anatomia dos seus canais excretores.

MATERIAL E METODOS DE ESTUDO

O material e 0 método neste trabalho consistiu na
injeccdo canalicular de 87 péancreas humanos de ambos
0s sexos, sem qualquer patologia aparente.

As técnicas de estudo empregadas foram a injeccdo-
-corrosdo em 40 casos e a radiografica em 47.

O conjunto anatébmico que empregdvamos no estudo
dos canais pancreaticos era constituido por um bloco
formado pelas vias biliares extra-hepéticas, pelo duodeno,
pela metade direita do figado, pelo pancreas, pelo baco
e ainda por uma porcdo do estdbmago.

Neste bloco visceral dissecamos o canal hepato-
-colédoco e nele introduzimos um catéter de polietileno
que depois fixdmos com um ponto de linha. Em seguida
abriamos o duodeno e identificamos a sua grande carun-
cula que foi encerrada. Com a finalidade de reconhe-
cermos as duas cartnculas duodenais injectamos pelo
catéter, introduzido na via biliar principal uma solucdo
de soro fisiologico. Injectamos depois a substancia plas-
tica ou o contraste radiografico, este Gltimo sob controle
radioscopico. Essa injeccdo era realizada em trés fases,



com a intencdo de se obterem radiografias, em condigdes
diferentes de enchimento canalicular.

Nos 40 casos em que se utilizou a técnica de injec-
cdo-corrosdo, empregdmos, como substancia de injeccdo,
o «Vinilite» com o qual obtivemos dptima penetrabilidade.
Nos 47 casos em que se empregou a técnica radiogréafica,
em 27 casos utilizamos como substdncia de contraste
uma solugdo simples de sulfato de bario e em 20 casos
«Micropaque» (que é um produto constituido por uma
solucdo coloidal de sulfato de bario) a 50 por cento.
Muitas vezes, no decurso de uma injecc¢do, tivemos que
colocar uma pinga, na pequena cartncula quando por
ela refluia o produto injectado. Quando tal se verificava
interpretdvamos este facto como expressdo da existéncia
e boa permeabilidade duma anastomose entre o canal
de Wirsung e o canal de Santorini. No final da injecgéo,
laqueavamos a grande carincula com a intencdo de impedir
a saida do produto injectado.

Quando, durante a injec¢do, sentiamos alguma pequena
resisténcia no émbolo da seringa paravamos imediata-
mente, pois interpretdvamos esse facto como resultante
de se encontrarem cheios todos os canais; ndo queriamos
correr o risco, de dai para diante, alguns se romperem
e se extravasar o produto injectado. Retiravamos depois
0 catéter da via biliar principal, fazendo entretanto um
pouco de pressdo para evitar a perda de contraste no
interior dos canais pancreéaticos.

Nos casos em que utilizamos o produto radiopaco,
procedemos em seguida a realizagdo da Gltima radio-
grafia. Nas pecas em que empregdmos a técnica de
injeccdo-corrosdo, deixamos a peg¢a mergulhada em agua
corrente durante 24 horas afim de que se realizasse a
solidificacdo do «Vinilite».

Com a intencdo de melhor se estudar o aspecto
quantitativo dos canais acessérios do pancreas dividi-
mos este 6rgdo em trés porcBes semelhantes: a porgéo
a que chamamos duodenal corresponde aproximada-
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mente & cabeca e ao colo do péncreas; o seu terco inter-
mediario ao corpo e a parte esplénica a cauda da glandula
pancreatica.

Como ndo se nos afigurou possivel contar, um por
um, todos os pequenos canais e suas ramificagdes resol-
vemos, a titulo de sistematizacdo, convencionar classi-
ficar a frequéncia destes canais em trés categorias.
A presenga massica quase incontavel destes canais corres-
ponde a designacdo de numerosos; ao oposto, quando
eles eram em menor numero, isto & ndo excediam 12,
convenciondmos chamar escassos e para 0 termo inter-
mediario, quer dizer entre 12 e 30 canais, empregamos
a designacdo de frequentes.

O conhecimento da anatomia dos canais pancreaticos
é uma conquista recente dentro da Anatomia Humana.
Medeiam mais de cem anos desde a altura em que pela
primeira vez foi dissecado, o canal pancreatico principal
no Homem (Wirsung, 1642) e o0 conhecimento da
existéncia de um canal secundario (Santorini, 1765).
E curioso referir inicialmente que estes canais foram
interpretados como vasos linfaticos.

Opie (1903) (1) num estudo de 100 casos verificou
que em cerca de 10 por cento o canal de Santorini era
funcionalmente importante.

Tillaux (2) no mesmo ano, afirmou que o canal
excretor principal do péncreas se abria no duodeno por
um orificio comum com o canal colédoco.

Davis (1913) (3), mais tarde, referiu que o canal de
Wirsung se abria juntamente com o colédoco na ampola
Yater, e descreve com pormenor os dois canais. O canal
principal ou de Wirsung, percorre o pancreas em quase
toda a sua extensdo e, na regido da cabeca, reune-se com o
colédoco para terminar por um orificio Unico na ampola
de Yater; o canal secundario de Santorini origina-se na
porcdo inferior da cabeca do pancreas e drena indepen-
dentemente para o duodeno.



Schwartz (1926) (4) fundamentado num estudo de
64 casos, encontrou que o canal secundario de Santorini
ndo se observava em 25 exemplares, era rudimentar em
3 casos, comunicava com o Wirsung em 23, era indepen-
dente em 8 casos e constituia o uUnico canal excretor
em 3 casos. Em todos os seus exemplares, esse canal
situava-se na cabeca do péncreas. E este autor o pri-
meiro que, em nosso entender, tenta estudar a comple-
xidade do problema anatomo-funcional da drenagem
das secre¢des externas do pancreas.

Em 1930, Pinzon (5) afirmou que o pancreas € per-
corrido pelo canal de Wirsung que, na sua porgdo terminal
se une ao canal colédoco para ambos se abrirem no
duodeno, constituindo a chamada ampola de Vater, e
que um segundo canal mais pequeno — o canal acessorio
ou de Santorini — se destaca do canal de Wirsung, na
cabeca do péncreas e se vai abrir separadamente acima
dessa ampola.

Simkins (1931) (6) estudou 25 pancreas tendo demons-
trado que o canal pancreatico acessério era o principal
colector da secrecdo pancreatica, em 10 por cento, o
que é sem duvida uma opinido audaciosa, por contrariar
0s conceitos correntes.

Grégoire € Oberlin (7) também nesse ano, afirmaram
que o canal colédoco e o canal de Wirsung desembocam
na ampola de Vater, sendo esta ampola como que uma
cavidade existente na grande carincula. Casos had em
que ndo existe ampola de Vater e os dois canais se abrem
no vértice da caruncula por um orificio comum ou por
dois orificios bem separados. Para este autores, o canal
de Santorini deve ser considerado um afluente secundério
do canal de Wirsung, embora se possa abrir directamente
na pequena carincula. E assim, por esta altura, que se
inicia a discussdo da morfologia e constituicdo da ampola
de Vater e se debate mais demoradamente a anatomia
do canal secundario de Santorini, o seu valor funcional
e a sua abertura no duodeno.
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Bertelli em 1932 (8), considerou que o canal prin-
cipal atravessava o pancreas em toda a sua extensdo e
que termina juntamente ou separadamente com o colédoco.
O canal acessério esta situado na cabeca do pancreas,
acima do canal principal, e perfurando a parede duodenal
no vértice da carGncula «minor». Recebe 0s canais
excretores da porcdo superior da cabega do péancreas.

Dois anos depois, Castaldi (9) afirma que o canal
de Santorini termina na cardncula «minor» e que, se 0
canal principal se obstrui, o canal secundario pode fun-
cionar como derivativo e drenar a secrecdo pancreatica
para o duodeno. Valoriza assim de novo a anastomose
entre os dois canais pancreéaticos.

Chiarugi (1936) (10) considera que o canal pancreé-
tico acessério atravessa obliquamente a parede do duodeno
0 que faz com que o orificio de abertura seja muito estreito
e que, deste facto, resulte mais facil ser lancado o seu
conteudo no canal de Wirsung do que no duodeno. Em
condi¢gfes normais, diz este autor, o canal de Santorini
funciona como um ramo colateral do canal principal mas
que, se este estiver ocluido na sua porcdo terminal, o canal
acessorio pode suprir esta deficiéncia e constituir uma
via derivativa. Chiarugi valoriza assim dois pontos
fundamentais da anatomia das vias pancredticas: o da
existéncia ou auséncia duma comunicacdo funcional entre
os dois canais, e entre o canal de Santorini e o duodeno.

Mais recentemente (1940), Brash € Jamieson(ll)
referiram que o canal de Santorini é muito pequeno,
apresenta conexdes inconstantes com o canal de Wirsung
e que nalgumas circunstancias, pode desempenhar fungoes
importantes, sobretudo quando se oclui o canal prin-
cipal.

Naatanen (1941) (12) estudou cem pancreas. Em
39 casos da sua casuistica, o canal de Santorini ndo possuia
comunicagdo com o duodeno, em 18 por cento era perfei-
tamente permeavel e o canal de Santorini era o Unico
canal excretor existente em 25 casos.



Rienhoff e Pickrell (1945) (13) estudaram igualmente
cem exemplares. Apenas em quatro casos (2 por cento),
o canal de Santorini drenava a maior parte do suco pan-
creatico, mas em 27 por cento o canal de Santorini nédo
abria directamente no duodeno.

A casuistica de Miltbourn (1950) (14) é de 200 casos.
As suas conclusfes sdo interessantes: o canal secundario
de Santorini ¢, em 20 casos (10 por cento), o canal excretor
principal; o canal de Wirsung termina no canal biliar
em 171 casos (85 por cento). O canal biliar e o canal
de Wirsung terminam numa cardncula comum em 11 casos
(8,5 por cento); o canal biliar e o canal de Santorini,
funcionando como principal ou Unico canal excretor
terminam em pontos separados do duodeno em 18 casos
(9 por cento); nos casos em que o canal de Wirsung é
o canal principal, o canal de Santorini individualizou-se
em cerca de 50 por cento dos casos, possuindo uma comuni-
cacdo permeadvel com o duodeno, em cerca de 40 por
cento, mas estando encerrados nos restantes 10 por cento.

Grant (1952) (15), analisou também 200 péncreas
humanos e concluiu, que em 9 por cento, 0s canais perma-
necem independentes, mas que nos restantes 91 por cento
existe uma ligacdo franca entre si. O canal acessorio,
gue é bastante desenvolvido, desempenha em 20 por
cento dos casos, uma fungéo de via principal de drenagem,
mas em 61 por cento dos seus exemplares esse canal
secundario, tem um comprimento reduzido ou mesmo
ndo se abre no duodeno.

Em 1952, Liorca(16) chamou a atencdo para a
existéncia de varios canais de pequeno calibre que se vao
reunindo e desembocando de uma forma perpendicular
ao longo do trajecto do canal de Wirsung e disse que,
a uma distancia variavel entre 3 a 5 cm do duodeno, o
canal de Wirsung costuma receber um canal colateral
bastante mais desenvolvido do que o0s restantes e que
termina em angulo agudo. Este canal, que ele interpreta
como representando a porcdo proximal do canal excretor
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do chamado eshoco pancreatico dorsal embrionério con-
serva, com muita frequéncia, uma abertura para o lume
duodenal; tal constitui o canal de Santorini.

No volume publicado em 1953, Rouviére(17) afirma
que o canal de Santorini funciona como afluente do canal
de Wirsung mas que, nalguns casos embora raros, ele
ndo possui comunicacdo com o duodeno, podendo tam-
bém acontecer que seja inteiramente independente do
canal de Wirsung.

Schaffer (1953) (18) considerou constante a exis-
téncia do canal de Santorini, embora reconheca a sua
grande variabilidade.

Em 1955 Michels (19) fez um extenso e minucioso
estudo de todos os aspectos relacionados com o0s canais
pancreaticos desde a sua embriologia até as suas variagdes
e anomalias anatémicas e funcionais. Depois de haver
revisto os trabalhos publicados somou os resultados do
estudo de 2500 pancreas analisados por varios anatomistas.
Verificou assim que em 63 por cento havia uma comuni-
cacédo entre os dois canais, mas em 31 por cento, 0S canais
desembocavam independentemente.

Crocella e Novi (1957) (20) realizou o estudo ana-
tomo-radiolégico de 47 casos tendo-se visualizado o
canal de Wirsung em todas as suas observagOes. Em
45 casos, o canal de Wirsung constitui o canal principal,;
num caso ele era rudimentar e noutro caso, o canal de
Santorini desempenhava a fungdo principal. O canal
de Santorini contrastou-se em 28 exemplares. Em 26 des-
ses 28 exemplares o Santorini representava uma via
acessoria de drenagem, mas num caso, ele era o principal
responsavel da drenagem da secrecdo pancreatica e num
outro esta responsabilidade estava dividida com o canal
de Wirsung.

Nesse mesmo ano, Johnston (21) reconheceu a impor-
tancia do pequeno péancreas de Winslow, afirmando que
o canal de Santorini era susceptivel de drenar essa porc¢éo
da glandula pancreética e toda a porcdo inferior da cabeca
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do pancreas e verificou que os dois canais pancreaticos,
o principal e o acess6rio comunicam frequentemente
entre si.

A variabilidade anatomo-fisioldgica do canal pan-
creatico foi reconhecida por Woodburne (1961) (22).

Erhart (1962) (23) pode também verificar que o
canal pancredtico acessorio, quando isolado, é a principal
via de escoamento do suco pancreatico.

Mais tarde Lockhart, Hamilton € Fyfe(24) em 1965,
disseram que o cana! de Santorini drena a regido antero-
-inferior da cabeca do péancreas, que pode comunicar
com o canal de Wirsung e que se este é bloqueado como
acontece, por exemplo, por um calculo encravado na
ampola, o canal acessorio pode drenar as secre¢Ges da
glandula.

observacdes e resultados

No nosso trabalho analisdmos 0s seguintes aspectos
da anatomia dos canais pancreaticos: 1) frequéncia,
situacdo e possivel comportamento fisiologico do canal
secundario de Santorini; 2) numero de canais pancreaticos
secundarios existentes na cabec¢a do pancreas e sua posi¢ao
relativa; 3) a existéncia de canais pancreaticos secundarios
no corpo e na cauda do pancreas; 4) o aspecto quanti-
tativo segmentar dos canais pancreaticos acessorios e
5) o nimero de canais acessOrios que entram na consti-
tuicdo da porcéo inicial do canal principal de Wirsung.

A nossa casuitica total é de 87 casos.

1) Frequéncia, situagdo e possivel comportamento fisio-
I6gico do canal secundario de Santorini

Este canal mostrou-se bastante irregular na sua
anatomia e nalguns casos ndo comunicava com o canal
pancreatico principal.
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Com efeito, nos nossos 87 casos o canal de Santorini
diferenciou-se bem em 62 casos, 0o que nos d& uma per-
centagem de cerca de 71,26 por cento, em relacdo ao
numero total de pecas que estuddmos. Todavia, se con-
siderarmos que em alguns casos nem sempre se visuali-
zaram perfeitamente 0s canais pancreaticos, aceitamos
que esta percentagem possa ser mais elevada, sobretudo
se procurarmos relacionar a frequéncia da existéncia do
canal de Santorini apenas com o0 numero de pecas em
que gs canais pancreaticos se visualizaram perfeitamente.

E muito variavel a zona do trajecto do canal principal
de Wirsung, no qual se verificou a anastomose Wirsung-
-Santorini. Nos 62 casos em que se diferenciou bem o
canal de Santorini verificou-se que em 30 casos, este
canal podia abrir-se no canal principal, pelos seus bordos
superior, inferior ou anterior. Em 12 casos (40 por
cento) abria-se no seu bordo superior (Figs. 5 6, 10
e 11); em 17 casos (56,66 por cento) no bordo inferior
(Figs. 1 e 7) e apenas num caso (3,33 por cento) no seu
bordo anterior (Fig. 2).

No que se refere a distancia entre a juncdo Wirsung-
-Santorini e a desembocadura no duodeno do canal de
Wirsung, verificou-se que essa distancia varia de 1,35 cm
e 6 cm, com uma distdncia média de 3,19 cm.

Finalmente, em relacdo a maneira como o canal de
Santorini terminava na parede duodenal — aspecto ana-
tobmico que possui a mais elevada expressdao funcional,
observamos que, nos 62 casos em que ele se diferenciou,
o canal secundario, apenas 29 vezes se abria no duodeno,
0 que correspondia a uma permeabilidade para o duodeno
da ordem dos 46,77 por cento dos casos (Figs. 7, 10 e 13).
Torna-se desnecessario encarecer a enorme importancia
funcional e clinica que este aspecto tem nas situacGes
relativamente frequentes de oclusdo do canal pancreéatico
principal.
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QUADRO r
CANAL DE SANTORINI NUMERO DE CASOS
Casos estudados 87
Diferenciou-se bem 62
Abria-se no duodeno 29

Todavia, em 33 desses mesmos 62 casos, 0 que repre-
senta 53,22 por cento, o canal de Santorini aparentava
ndo possuir condigbes anatomicas e funcionais susceptiveis
de poder, eventualmente, substituir o canal de Wirsung,
(Figs. 1, 2, 5, 6, 9 e 11) pelo facto de o canal secundario
se ndo estender até a parede duodenal ou por terminar
em fundo de saco, junto da parede duodenal.

Por outro lado encontramos 7 casos em que o canal
de Santorini se abria directamente no duodeno e se com-
portava como canal pancreatico principal (Figs. 4, 7,
10, 12 e 13) acontecendo mesmo que, em 5 destes 7 casos,
0 canal secundario de Santorini se abria no duodeno,
conjuntamente com o colédoco (Figs. 4 e 12).

QUADRO I

POSSIVEL COMPORTAMENTO FISIO-

LOGICO DO CANAL DE SANTORINI NUMERO DE CASOS
Substitui totalmente o Wirsung 7
N&o pode aliviar o Wirsung 33
Né&o foi visualizado 25

2) Sobre os canais secundarios da cabeca

Cabe referir aqui 0 nosso conceito de canal pancrea-
tico secundario. Temos para nos que a designacdo de
canal secundario ndo depende da extensdo do canal,
mas essencialmente do territério que ele drena e, assim,

N i
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o canal secundario é morfologicamente constituido por
um pequeno tronco que recebe indmeros canais aces-
sorios que deste modo individualizam uma zona inde-
pendente da glandula pancredtica. Consideramos que
nos canais secundarios da cabega se deve incluir como
tal o canal de Santorini do adulto.

Na nossa casuistica de 87 casos, encontramos em
74 casos, canais secundarios da cabega, correspondendo
a uma percentagem de cerca de 85,05 por cento. Em
20 casos (27,02 por cento) observamos apenas um canal,
(Figs. 1, 7, 8 e 9); em 33 casos (44,59 por cento) encon-
traram-se dois canais (Figs. 4, 5 11 e 12); em 15 casos
(20,27 por cento) existiam trés canais (Fig. 6) e em 6 casos
(8,10 por cento) individualizaram-se quatro canais (Figs. 10
e 13).

QUADRO Il
NUMERO DE CANAIS SECUNDARIOS
DA CABECA NUMERO DE CASOS

i canal 20
2 canais 33
3 canais 15
4 canais 6

Total 74

Tivemos ainda a oportunidade de verificar, com
muita frequéncia, a existéncia de um canal secundério
isolado na porgdo inferior da cabeca do pancreas que
excreta a secrecdo exocrina do pequeno péancreas de
Winslow.

A posicdo destes canais é também muito varidvel
pois séo diversas as combinagdes que eles realizam entre si.

Quando existia apenas 1 canal, a sua posi¢cdo era
superior em 5 casos (6,75 por cento) e inferior em 15 casos
(20,27 por cento) (Figs. 1, 7, 8 e 9).
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Quando existiam 2 canais, um dispunha-se superior-
mente e outro inferiormente, em 33 casos (44,59 por
cento) (Figs. 4, 5 e 11).

Quando existiam 3 canais observou-se: em 10 casos
(13,51 por cento) um canal era superior e dois eram
inferiores (Fig. 6); em 2 casos (2,70 por cento) um era
superior, outro inferior e o terceiro posterior e em 3 casos
(4,05 por cento) dois canais eram superiores e um inferior.

Quando existiam 4 canais observou-se: em 3 casoS
(4,05 por cento) um canal era superior e trés inferiores
(Figs. 10 e 13); em 2 casos (2,70 por cento) dois canais
eram superiores e dois inferiores e num caso (1,35 por
cento) trés canais eram superiores e um inferior.

QUADRO IV
POSIGAO DOS CANAIS NUMERO DE CASOS

S6é superior 5
S6 inferior 15
| superior e 1 inferior 33
1 superior e 2 inferiores 10
1 superior, linferior e 1posterior 2
2 superiores e 1 inferior 3
1 superior e 3 inferiores 3
2 superiores e 2 inferiores 2
3 superiores e 1 inferior 1

Total 74

3) Canais secundarios do corpo e da cauda

Os canais secundarios do corpo e da cauda do péan-
creas sdo raramente referidos na literatura publicada,
embora a sua frequéncia relativa ndo seja tdo reduzida
que ndo mereca uma citagdo. O seu conhecimento tem
mesmo certo interesse pratico, principalmente, quando
existentes na cauda do pancreas, zona onde, segundo a
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nossa casuistica, ocorrem com maior frequéncia, porque
esta regido constitui exactamente a porcdo pancreatica
que se conserva quando da realizagdo cirargica das duo-
deno-pancreatectomias subtotais.

Encontramos na nossa casuistica de 87 casos, canais
pancreaticos secundarios no corpo do péncreas (Figs. 3,
11 e 13) 9 vezes (10,34 por cento) e na cauda 14 vezes
(16,09 por cento).

quadro V
CANAIS SECUNDARIOS DO CORPO
E DA CAUDA NUMERO DE CASOS
No corpo 9
Na cauda 14

4) Canais acessorios

Consideramos canais acessoOrios, 0s canais, geral-
mente numerosos, que, aproximando-se da perpendicular
se vao abrir, isolados, nos canais principal e secundario.
Constituem os primeiros elementos de drenagem regional.

Para o estudo deste capitulo esquematizamos uma
divisdo regional da glandula pancreéatica em 3 segmentos
sensivelmente idénticos: o terco duodenal, o terco inter-
mediario e o terco esplénico. De uma forma quase empi-
rica, considerdmos em relacdo a sua frequéncia, trés tipos:
numerosos, frequentes e escassos.

Esta estatistica, baseou-se numa contagem de canais
de 47 pancreas. E muito interessante verificar que embora
0 numero total de canais seja bastante variavel ¢ muito
regular a forma como eles se arranjam nos trés segmentos
do pancreas. O aspecto quantitativo mais frequente foi
aquele que convenciondmos chamar de canais numerosos



17

0 que ocorreu 29 vezes no segmento duodenal, 26 vezes
no segmento intermediario e 24 vezes no segmento esplé-
nico (Figs. 1, 2, 3, 5 e 6).

QUADRO i
CANAIS ACESSORIOS NUMERO DE CASOS
i escassos 3
terco duodenal ! frequentes 15
I numerosos 29
lescassos 5
terco intermediario ! frequentes 16
' NUMEerosos 26
(‘escassos 6
tergo esplénico J frequentes 17
1 numerosos 24

5 Modo de inicio do canal de Wirsung

Baseados também no estudo de 47 péancreas, tivemos
a preocupacdo de analizar, como na porc¢éo distai da cauda
do péancreas, se agrupam os canaliculos acessorios que
dao origem ao canal principal. VerificAmos assim que
é variavel a morfologia do canal do Wirsung.

Ha exemplos em que apenas existe um canal aces-
sério que, recebendo diversos e numerosos canaliculos,
se vai avolumando constituindo-se entdo o canal prin-
cipal; encontramos este tipo em 19 casos (40,42 por cento)
(Figs. 4 e 8).

Foi-nos possivel também diferenciar exemplos em
que esse inicio era feito a custa do concurso de trés canais
que convergiam entre si; encontramos este tipo em 7 casos
(14,89 por cento) (Figs. 3, 6, 10 e 13).
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Todavia o tipo predominante foi aquele em que o
canal de Wirsung resultava da confluéncia de dois canais
acessorios; encontrdmos esta eventualidade em 21 casos
(44,68 por cento) (Figs. 2, 9, 11 e 12).

QUADRO VI

NUMERO DE CANAIS ACESSORIOS QUE
CONSTITUEM O INICIO DO CANAL

DE WIRSUNG NUMERO DE CASOS
1 canal 19
2 canais 21
3 canais 7

Total 47



Fig. 1— O canal de Santorini estd bem diferenciado e une-se ao canal de Wirsung
pelo seu bordo inferior. Aparentemente o canal de Santorini ndo se abre no duo-
deno. A distancia da juncdo Wirsung-Santorini a papila é de 2 cm. Observa-se
um canal secundério da cabeca, com posigdo inferior. O canal de Santorini fisiol6-
gicamente, ndo deve poder aliviar o Wirsung. N&o se observam canais secundarios
no corpo e na cauda. Os canais acessérios sdo numerosos nos trés segmentos da

glandula.

Fig. 2— 0 canal de Santorini estd bem diferenciado e une-se ao canal de Wirsung
pelo seu bordo anterior. Aparentemente o canal de Santorini néo se abre no duodeno.
A distancia da jungdo Wirsung-Santorini a papila é de 4,5 cm. Observam-se dois
canais secundarios da cabega, sendo um o canal de Santorini e outro tem uma posi¢éo
inferior. Fisiologicamente o canal de Santorini, ndo devera poder aliviar o de Wir-
sung. Na&o se observam canais secundarios no corpo e na cauda. Os canais aces-
sorios sdo numerosos nos trés segmentos da glandula. O inicio do Wirsung é cons-
tituido pela unido de dois canais.



Fig. 3— O canal de Santorini ndo foi evidenciado. N&o se observam canais secun-

darios da cabeca, Se existe canal de Santorini este ndo comunica com o de Wirsung,

pelo que fisiolégicamente, ndo poderia alivid-lo ou substitui-lo. Observam-se dois

canais secundarios ao nivel do corpo, sendo um superior e outro inferior. Os canais

acessérios sdo numerosos em toda a extensdo da glandula. O inicio do Wirsung
é constituido pela juncdo de trés canais.

Fig. 4 — O canal de Santorini estd bem diferenciado, constituindo o canal principal
do pancreas. Une-se ao colédoco para se abrir no duodeno. A distancia da juncéo
Wirsung-Santorini a papila é de 2,35 cm. Observam-se dois canais secundarios da
cabega, sendo um superior e outro inferior. O superior desemboca no canal de
Santorini e o inferior parece constituir o préprio canal de Wirsung, drenando a secre-
¢do pancredtica da porcéo inferior da cabeca do pancreas. Fisiologicamente o canal
de Santorini é o principal, podendo substituir o canal de Wirsung. N&o se observam
canais secundarios no corpo e na cauda. Os canais acessdrios sdo frequentes no terco
duodenal e escassos nos tergos intermedidrio e esplénico. O inicio do canal de
Wirsung é constituido por um Unico canal.



Fig. 5— O canal de Santorini estd bem diferenciado e une-se ao canal de Wirsung
pelo seu bordo superior. Aparentemente o canal de Santorini nédo se abre no duo-
deno. A distancia da jungdo Wirsung-Santorini a papila é de 2,95 cm. Observam-se
dois canais secundarios da cabega, sendo um superior que é o de Santorini e outro
inferior. O canal de Santorini fisiologicamente, ndo devera poder aliviar ou subs-
tituir o Wirsung. N&o se observam canais secundarios no corpo e na cauda. Os
canais secundarios sdo numerosos nos trés segmentos da glandula, O inicio do
Wirsung é constituido pela unido de dois canais.

Fig. 6—0 canal de Santorini
estd bem diferenciado e une-
-se ao canal de Wirsung pelo
seu bordo superior. Aparen-
temente o canal de Santorini
ndo se abre no duodeno.
A distancia da jungdo Wir-
sung-Santorini a papila é
de2,10cm. Observam-se trés
canais secundarios da cabega,
sendo um superior que é o de
Santorini e dois inferiores.
O canal de Santorini fisiolo-
gicamente ndo devera poder
aliviar o Wirsung. Nao se
observam canais secundarios

no corpo e na cauda.

canais acessorios sdo nume-
rosos nos trés segmentos da
glandula. O inicio do Wir-
sung é constituido pela unido

de trés canais.



Fig. 7— O canal de Santorini estd bem diferenciado e une-se ao canal de Wirsung

pelo seu bordo inferior. O canal de Santorini faz a sua abertura no duodeno. A dis-

tancia da juncdo Wirsung-Santorini a papila é de 2,35 cm. Observa-se um canal

secundario da cabeca, que é o canal de Santorini, com posi¢do inferior. Fisiold-

gicamente o canal de Santorini devera poder aliviar ou substituir o canal de Wirsung.

N&o se observam canais secundarios do corpo e na cauda. Os canais acessorios
sdo frequentes nos trés segmentos da glandula.

Fig. 8 — O canal de Santorini néo foi evidenciado. Observa-se um canal secundario
da cabeca, com posicdo inferior. Fisiolégicamente o canal de Santorini, ndo devera
poder aliviar o de Wirsung. Na&o se observam canais secundarios no corpo e na cauda.
Os canais acessdrios sdo numerosos nos tercos duodenal e intermediario e frequentes
no terco esplénico. O inicio do Wirsung é constituido por um Unico canal.



Fig. 9 — O canal de Santorini ndo foi evidenciado. Observa-se um grande canal

secundario da cabecga, que drena toda a porgédo inferior da cabeca do pancreas, rece-

bendo numerosos canais acessorios. Este canal tem posi¢do inferior. N&o se

observam canais secundarios no corpo e na cauda. Os canais acessérios, sdo nume-

rosos nos trés segmentos da glandula. O inicio do Wirsung é constituido pela unido
de dois canais.

Fig. 10— O canal de Santorini estd bem diferenciado e une-se ao canal de Wirsung
pelo seu bordo superior. Recebe vérios afluentes na porgdo superior da cabeca do
pancreas. O canal de Santorini faz a sua abertura no duodeno. A distdncia da
juncdo Wirsung-Santorini a papila, é de 3,80 cm. Observam-se 4 canais secundarios
da cabega, sendo um superior e trés inferiores: o superior é o canal de Santorini
e os inferiores terminam no bordo inferior do canal de Wirsung. Fisiologicamente
o canal de Santorini pode aliviar ou mesmo substituir o canal de Wirsung. N&o
se observam canais secundarios no corpo ou na cauda. Os canais acessérios sao
numerosos nos trés segmentos da glandula. O inicio do Wirsung é constituido pela
confluéncia de trés canais.
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Fig. 13 — O canal de Santorini estd bem diferenciado. Emerge do flanco anterior
do Wirsung a uma distancia de 3,90 cm da papila. O seu trajecto ocupa uma posi¢éo
inferior, apresentando uma curva de concavidade superior. O canal de Santorini
faz a sua abertura no duodeno acima da desembocadura do Wirsung. Observam-se
4 canais secundarios da cabeca sendo um deles o canal de Santorini que é superior
estando os trés restantes com situagdo inferior. Fisiologicamente o canal de Santo-
rini pode aliviar ou substituir o Wirsung. Observam-se 2 canais secundarios no corpo
que terminam ao nivel do bordo superior do Wirsung. Os canais acessérios sdo
numerosos nos trés segmentos da glandula. O inicio do Wirsung é constituido pela
confluéncia de trés canais.
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RESUMO

Os autores estudaram a anatomia macroscopica dos
canais pancredticos, pelo método de injeccdo-corrosao
em 40 casos e pelo método radiografico em 47 casos.
Fizeram uma revisdo e comentario da bibliografia que
conseguiram reunir.

De acordo com a sua experiéncia, verificaram que:

1) O canal pancreatico de Santorini diferenciou-se
bem em 62 casos (71,26%), ndo se tendo visualizado
em 25 casos (28,74%).

2) Este canal apenas 29 vezes se abria no duodeno,
0 que corresponde a uma percentagem de 46,77%.

3) Em 33 dos 62 casos em que o canal de Santorini
se diferenciou (53,22 %), este canal ndo aparentava possuir
condi¢Bes andtomo-funcionais para substituir o canal de
Wirsung.

4) Em 7 casos, o canal de Santorini abria-se no
duodeno e comportava-se como canal pancreatico prin-
cipal, acontecendo ainda que em 5 destes 7 casos se abria
no duodeno, conjuntamente com o colédoco.

5) No que se refere aos canais secundarios da cabeca
do pancreas foram observados em 74 casos (85,05%).
Em 20 casos (27,02%) encontrou-se apenas um canal,
em 33 casos (44,59%) observaram-se 2 canais; em 15 casos
(20,27%) encontraram-se 3 canais e em 6 casos (8,10%)
visualizaram-se 4 canais.

6) Os canais secundarios da cabeca tém posicdes
muito variaveis, pois sdo diversas as combinacdes que
eles realizam entre si. Predominam em 44,59% dois
canais, um superior e outro inferior, em 20,27% existe
apenas um canal inferior e em 1351 % trés canais, um
superior e dois inferiores.
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7) Os autores admitem, como frequente, a indivi-
dualizacdo do canal préprio do pequeno péncreas de
Winslow.

8) Por vezes, no corpo e na cauda também se dife-
renciam canais secundarios. Encontramos nos 87 casos
estudados 9 vezes canais no corpo (10,34%) e 14 vezes
na cauda (16,09%).

9) Os canais acessorios estudados apenas em 47 pan-
creas, abrem-se em canais secundarios. Sdo numerosos
(superior a 30), e verifickmos a sua existéncia 29 vezes
no segmento duodenal, 26 vezes no segmento interme-
diario e 24 vezes no segmento esplénico.

10) O inicio do canal de Wirsung na cauda do
pancreas foi estudado em 47 casos. Originava-se por
um canal (40,42%); por dois canais (44,68%) e por trés
canais (14,89%).

RESUME

Les auteurs ont étudié I’anatomie macroscopique
des canaux pancréatiques en utilisant la technique d’injec-
tion-corrosion dans 40 cas et la méthode radiographique
dans 47 cas. |lls ont revu et commenté la bibliographie
qu’ils ont pu réunir.

D’apres leur experience ils ont vérifié que:

1) Le canal pancréatique de Santorini se distingue
assez bien en 62 cas (71,26%) et il ne se visualize pas
en 25 cas (28,74%).

2) Ce canal s’ouvre 29 fois au duodenum (46,77%).

3) Dans 33 des 62 cas ou le canal de Santorini se
distinguait (53,22%) ce canal ne montrait pas des con-
ditions anatomo-fonctionnelles pour remplacer le canal
de Wirsung.

4) Dans 7 cas, le canal de Santorini s’ouvre dans
le duodenum et il se conduit comme un canal pancrea-

N 3
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tique principal et en 5 des 7 cas, il s’ouvre dans le duo-
denum ensemble avec le canal cholédoque.

5) Les canaux secondaires de la téte du péancreas
ont été observés dans 74 cas (85,05 %). En 20 cas (27,02 %)
ils s’ouvrent par un canal; en 33 cas (44,59%) on observe
deux canaux; en 15 cas (20,27%) on a trouveé trois canaux
et en 6 cas (8,10%) quatre canaux.

6) Les canaux secondaires de la téte du pancreas
ont des positions trés variables car les combinations
qu’ils effectuent entre eux sont diverses: en 44,59% il
y avait deux canaux, I’'un supérieur et l'autre inférieur;
en 20,27% il y avait un canal, et en 13,51% il y avait
trois canaux, I’un supérieur et les deux inférieures.

7) Les auteurs admettent avec une certaine fre-
guence l’individualization d’un canal du pancreas acces-
soire de Winslow.

8) Parfois dans le corps et la queu il y a aussi des
canaux secondaires. Nous avons trouvé dans les 87 cas
étudiés, 9 fois des canaux dans le corps (10,34%) et
14 fois dans la queue (16,09%).

9) Les canaux accessoires étudiés dans 47 cas
s’ouvrent dans les canaux secondaires. Us sont trés
nombreux (plus de 30). Nous avons observé 29 fois au
segment duodenal, 26 fois au segment intermediaire et
24 fois au segment splénique.

10) Le commencement du canal de Wirsung dans
la queue a été étudié en 47 cas. Il s’originait par un
canal (40,42%) par deux (44,68%) et par trois canaux
(14,89%).

SUMMARY

The authors studied the macroscopical anatomy of
the pancreatic ducts using the thecnique of injection-
-corrosion in 40 cases and the radiographical method
in 47 cases. They review and comment the bibliography
they could find.
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According to their experience they verified that:

1) The accessory duct of Santorini was very well
separated in 62 cases (71,26%), and it was not visualized
in 25 cases (28,74%).

2) This duct opened into the duodenum only in
29 cases (46,77%).

3) In 33 of 62 cases in which the accessory pan-
creatic duct was separate (53,22%), it didn’t show ana-
tomo-functional conditions to substitute the main pan-
creatic duct.

4) In 7 cases, the accessory duct opened into the
duodenum and it could be considered a main duct and
in 5 of these cases it opened together with the bile duct.

5 In 74 cases (85,05%) they observed acessory
ducts from the head of the pancreas. In 20 cases
(27,02%) we found only one duct; in 33 cases (44,59%)
we observed 2 ducts; in 15 cases (20,27%) we found
3 ducts and in 6 cases (8,10%) 4 ducts.

6) The accessory ducts from the head of the pan-
creas have very different situations, as they establish
different combinations between them.

In 44,59% there are two ducts, one of them superior
and another inferior. In 20,27% of the cases there is
one inferior duct and 13,15% there are three ducts — one
superior and two inferior.

7) The authors admit as a rule the individualization
of the duct of the small pancreas of Winslow.

8) Sometimes the ducts of the body and of the
tail are also separate. In the 87 cases we studied, we
found 9 ducts in the body (10,34%) and 14 in the tail
(16,09%).

9) The small ducts studied only in 47 pancreas
open into the acessory ducts and they are numerous.
In 29 of the cases they opened into the duodenal segment,
in 26 they opened into the intermedial segment and in
24 in the splenic segment.

n3
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10) The Dbegining of the main pancreatic duct was
studied in 47 cases. It began by one duct (40,42%);
two ducts (44,68%) and there ducts (14,89%).
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ORGANIZACIONES NEUROGLICAS DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

POR

J. Vaquero Crespo

Desde 1846, en que Virchow habla de la existencia
de una especie de tejido conjuntivo entre las células inte-
grantes del Sistema Nervioso, se han realizado numerosos
estudios sobre estos elementos que constituyen el cemento
de unién o glia de las células nerviosas.

Deiters (1885), Bidder (1857), Kolliker (1863),
Wagner (1854) y Henle (1868) son algunos de los morfo-
logos que comenzaron el estudio de estas células inters-
ticiales, y a los que debemos las primeras descripciones
sobre su aspecto estrellado y las caracteristicas de sus
prolongaciones.

La utilizacion de la técnica del cromato argéntico
de Golgi (1886) vendria a completar su conocimiento ana-
tomico y a sefialar que las células gliales emiten prolonga-
ciones que acaban libremente (Cajal, 1897; 1901) concepto
opuesto al de Ranvier (1893) quien siguiendo las teorias
reticularistas de Gerlach (1885) suponia que las fibras gliales



pasan de un corpusculo a otro continuamente y sin inter-
rupcion formando una compleja y rica trama reticular.

Los trabajos de la escuela de Cajal, con Rio Hortega
a la cabeza dejan establecida la independencia morfoldgica
de los elementos neurdglicos, a la vez que sefialan las
caracteristicas de sus diferentes tipos.

Si bien el aspecto morfolégico queda asi mas 0 menos
aceptado, no lo es tanto la significacion funcional de
estas células. Las primeras hipdtesis surgen con Virchow,
Schultze, Kélliker y Ranvier para quienes la neuroglia es
simplemente un tejido conectivo especial dispuesto entre
las células nerviosas.

En 1887, Nansen advierte variaciones del numero de
elementos gliales con la edad del animal y habla de una
posible relacion con el desarrollo de la inteligencia.

En 1893, las observaciones morfoldgicas de Andriezen
llevan a establecer que las estructuras neurdglicas forman
una especie de forro a los vasos sanguineos del Sistema
Nervioso, por lo que este autor supone que de este modo
puede amortiguarse el choque pulsatil de la sangre.

Cajal (1891), Sala (1894), Lugaro (1895) y Terra-
zas (1897) elaboran una teoria en virtud de la cual la
neuroglia seria un elemento aislante que impediria la
excesiva difusion del impulso nervioso.

Pero es quizas la teoria de Golgi la que alcanza un
mayor numero de adeptos y sigue manteniéndose en la
actualidad. Segun éste, la neuroglia juega fundamental-
mente un papel tréfico y como expresion morfolégica del
mismo exhiben los astrocitos gran nimero de terminaciones
pediculadas sobre los vasos sanguineos, a las que se ha desi-
gnado como piés chupadores en virtud de esta suposicion.

Sin embargo, Achucarro (1915) basandose en obser-
vaciones de Nageotte (1910) sobre la presencia de granu-
laciones en el citoplasma de la glia, considera que la neu-
roglia es una especie de glandula endorsina intersticial
con la mision de verter productos a la sangre en lugar
de tomarlos de ésta.



Con De Castro (1946) comienza a pensarse que la
glia debe estar intimamente relacionada con los fenémenos
eléctricos y quimicos de la actividad nerviosa. En este
sentido, Wolff (1970) sefiala que tanto la forma como el
volumen y el potencial de membrana del astrocito varian
en respuesta a la actividad de la neurona.

Esta participacion de la neuroglia en las funciones del
Sistema Nervioso es sustentada por Galambos (1965) quien
relaciona la neuroglia con la formacion y almacenaje de la
memoria. En esa misma linea, Hyden y Egyhazi (1962)
sefialan cambios cuantitativos del RNA neurdglico en las
ratas, en relacion con la elaboracion de patrones de
aprendizaje.

El desarrollo de estas hipdtesis requiere el estudio
de una organizaciéon neurdglica del Sistema Nervioso
que funcione independientemente o como es mas ldgico,
coordinada con la organizacién de los sistemas neuro-
nales. Asi, Scheibel (1958) demuestra que la oligoden-
droglia se conecta a las neuronas por medio de prolon-
gaciones con botones terminales analogos a los que presen-
tan los cilindroejes. Valenzuela y Chacén (1969) adopta
esta linea de investigacion y describe en la neuroglia astro-
citaria botones terminales de aspecto sinaptico, asi como
espinas similares a las dendriticas sobre las prolongaciones
gliales. Al mismo tiempo, este autor demuestra actividades
enzimaticas idénticas entre neuronas y neuroglia, lo que
le lleva a suponer una participacion de la neuroglia en la
transmision nerviosa, sefialando que generalmente el astro-
cito se dispone en paralelo con las prolongaciones neuro-
nales lo que le permite actuar como un condensador,
regulando y almacenando las unidades bioquimicas que
son la base cuantitativa de la transmision nerviosa (Valen-
zuela y Chacon, 1970).



MATERIAL Y METODO

Para tratar de encontrar una disposicion morfoldgica
de la neuroglia que apoye su participacion en la transmisién
nerviosa formando unos esquemas de organizacién fun-
cional, hemos estudiado el Sistema Nervioso de 3 perros
jovenes, empleando la variante al método de Golgi propuesta
por Valenzuela y Chacon como electiva para la neuroglia
astrocitaria, introducendo algunas variaciones personales
(Vaquero Crespo, 1972).

RESULTADOS 'Y DISCUSION

El método empleado permite poner en evidencia
las células astrogliales con gran numero de prolongaciones
de aspecto arrosariado que acaban en forma de pequefios
anillos o esférulas. EIl aspecto arrosariado de las fibras
se debe a la intercalacién en las mismas de pequefios anillos
con analogas caracteristicas a las que exhibe la porcion
terminal de la fibra. Estos botones han sido perfecta-
mente estudiados en la neuroglia del cerebro por Valen-
zuela y Chacon (1969) quien les otorga todas las propie-
dades de un punto sinoptico.

Llama la atencidn el hecho de que estos astrocitos
no son independientes sino que se conectan entre si y tam-
bién con las neuronas de un modo anadlogo a como se
insertan en la pared de los capilares sanguineos.

Estas conexiones forman en muchas regiones, parti-
cularmente en el cerebelo, verdaderos circuitos o campos
cuadrangulares que morfolégicamente gozan de todas las
caracteristicas de los circuitos de retroalimentacion (Fig. 1).

Es de destacar igualmente, como sefialdbamos al
estudiar la glioarquitectonia de la médula espinal (Vaquero
Crespo, 1972) que existen agrupaciones de células neuro-
glicas que nos llevan a establecer que los astrocitos estan



agrupados en nucleos, sobre todo en la substancia blanca
del Sistema Nervioso, igual que las neuronas lo estan en
la sustancia gris. Estos nuacleos de astrocitos parecen
representar columnas gliales que en la médula se extienden
longitudinalmente desde la regién cervical a las Ultimas

Fig. 1— Circuitos neuroglicos del cerebelo. (Segun Valenzuela y Chacon, 1970).

metameras sacras, desdoblandose en subgrupos a diversos
niveles tal y como lo hacen las columnas neuronales.

Igualmente podemos apreciar en el plano transversal
de la médula un verdadero sistema de proyeccidn fibrilar
que conecta los nucleos astrocitarios periféricos de la sus-
tancia blanca con los grupos neuronales.

El estudio sistematico que hemos realizado en nuestros
perros no nos ha permitido observar la disposicién de
la glia en paralelo con las expansiones neuronales, lo que
constituye para Valenzuela y Chacon (1970) la base ana-
tomica de lo que designa como teoria moderodensa de la
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neuroglia. Aln cuando podamos apreciar esta disposicion,
sobre todo en la corteza cerebral, no es en modo alguno
constante ni cuantitativamente superior a la forma en que
acaban los botones terminales gliales sobre los somas neuro-
nales. Sin embargo, la existencia de una disposicion

Figs. 2, 3, 4 y 5— Ndcleos neurdglicos de la sustancia blanca medular.

glial que contrasta con el clasico concepto de una dis-
tribucion neurdglica irregular entre los elementos neurona-
les, nos lleva a suponer que la célula neurdglica presenta
una ordenacion sistematizada y morfolégicamente esta
disposicion es analoga a la organizacion neuronal.

Un problema a plantearse en este punto es si todas
las prolongaciones omnidireccionales del astrocito tienen
la misma significacion funcional. Aun cuando no hemos
encontrado claras imagens histolégicas que permitan
pensar en una diferenciacion morfofuncional tal como



podemos diferenciar las dendritas de los axones en el caso
de las neuronas, hemos encontrado en algunos astrocitos
prolongaciones que se dividen en angulo recto y que nos
recuerdan las divisiones tipicas de los axones neuronales.
En cualquier caso, no creemos que este dato sea suficiente
para prejuzgar la funcion de una prolongacion celular.

Los datos que hemos sefialado nos inclinan a pensar,
con Valenzuela y Chacon, que existen indicios para homo-
logar morfofuncionalmente la neurona y la célula neuré-
glica. De ser esto asi, creemos que la astroglia puede
actuar como cualquier neurona internuncial y su presencia
en el Sistema Nervioso seria la expresion anatomica de la
complejidad funcional del mismo, en el sentido ya expre-
sado por Cajal (1904) al afirmar que el gran numero de
células de axon corto seria la expresion anatomica de la
delicadeza en la funcién del cerebro humano, suposicion
que se acepta como un hecho tras los trabajos de Lorente
de No (1949).

La posibilidad de que la célula neurdglica actie como
un condensador de energia nerviosa tal como sefiala
Valenzuela y Chacén, puede admitirse igualmente como
una posibilidad que Cajal sefiala para cualquier elemento
neuronal de axon corto, sin necesidad de que exista una
disposiciéon en paralelo con una misma prolongacion
axonica. Copiamos en este sentido lo que Cajal escribe
en su clésica Histologia del Sistema Nervioso, refiriéndose
al posible papel funcional de las neuronas de axon corto:
«Uno de los papeles que posiblemente juegan las células
de axon corto consistiria en servir de acumuladores, de
condensadores de energia nerviosa. Nos es evidentemente
dificil comprender como las células de Golgi aumentan
la intensidad de las descargas, puesto que la naturaleza del
influjo nervioso nos es desconocida. No obstante, pode-
mos tratar de figurarnos el mecanismo de su accion.
Para ello, asimilaremos estas neuronas a condensadores
eléctricos o a baterias de pilas dispuestas en tension
y teniendo sus polos extremos unidos a conductores de
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gran longitud, uno aferente y otro eferente. Admitamos
pues que la fibra aferente lleva una excitacion a las células
de cilindroeje corto, igualmente ellas se descargan de la
energia que encierran; la corriente que resulta viene
a afladirse a la que transporta la cadena de neuronas con
cilindroeje largo, y aumenta la tension. La cantidad
de energia latente, asi transformada en fuerza viva, depen-
dera logicamente de la intensidad del estimulo recibido.

Figs. 6 y 7— Sistema neuréglico longitudinal en la médula espinal del perro.

Este fendmeno de descarga debera producirse en todos
los procesos nerviosos que se manifiesten mucho tiempo
después de que la excitacion llegada del medio ambiente
haya cesado. Tal es el caso de la memoria, de la idea-
cion...».

No conocemos certamente el grado en que la neuroglia
forma vias cortas de asociacion en el sentido que v. Mona-
kow define al hablar de las neuronas de axon corto, pero
las observaciones que hemos realizado de la glioarquitec-
tonia medular parecen indicar que existen en la médula
dos sistemas de circuitos neurdglicos, uno en el plano
longitudinal, constituido por cordones neurdglicos que se
extienden a lo largo de la médula (Vaquero Crespo, 1972)
estableciendo circuitos cortos similares a los descritos por
Valenzuela y Chacon (1970) en el cerebelo, y al mismo
tiempo existiria un segundo sistema de convergencia hacia



las neuronas espinales, segun el plano transversal, que
puede ser directo o bien indirecto, interponiéndose uno
0 varios astrocitos entre las prolongaciones de los nucleos
periféricos neurdglicos y las neuronas.

La existencia de estos circuitos, asi como los cordones
celulares neurdglicos que hemos sefialado, parecen indi-
car una gran fineza de sistematizacion, formando cone-
xiones tanto de la propia neuroglia entre si segun un plan
estructural cuyo conocimiento apenas poseemos, COmMo con
las estructuras neuronales, y es posible que el estudio de
estas organizaciones neurdglicas pueda contribuir de algun
modo a un conocimiento mas profundo de la actividad
del Sistema Nervioso.

RESUVEN

Se hace una breve referencia de las teorias sobre el
papel que desempefia la neuroglia en el Sistema Nervioso,
estudidndose 3 perros jovenes mediante una variante al
método de Golgi al objeto de verificar la existencia de
organizaciones gliales. Se describen circuitos neuroglicos
que parecen indicar una participacion activa de la neu-
roglia en la transmision nerviosa y se discute la homolo-
gacion del astrocito con las neuronas de axon corto.

SUMMARY

A short reference it is made of the theories about
the role played by the neuroglia in the Nervous System,
being studied 3 young dogs through a variant the Golgi’s
method in the purpose to verify the existence of glial
circuits. Neuroglial organisations are described that seem
to indicate an active participation of the neuroglia in the
nervous transmission an it is discussed the homologation
of the astrocyte with the neuron of short axon.
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MALFORMACOES PROVOCADAS EM EMBRIOES
DE GALINHA SUBMETIDOS A RESFRIAMENTO
APOS FORMACAO DA LINHA PRIMITIVA

por

REINALDO AZOUBEL

INTRO DUC AO

Constitue o embrido de galinha, por varios motivos,
o0 material de escolha para o estudo da teratologia expe-
rimental. A facilidade de obtencdo de ovos selecionados,
a existéncia de uma tabela de desenvolvimento universal-
mente aceita, e 0 seu periodo de incubacdo relativamente
curto sdo algumas das razdes que os tornam de grande
valia para o estudo das malformacdes.

Com a finalidade de analisar as alteragcdes provocadas,
varios tipos de tratamento tem sido empregados, (agi-
tacdo, atraso na incubacgdo, agressbes mecanicas, raios
ultra-violetas, radiacbes por Raios X, injeccdes de subs-
tancias quimicas, etc.).f

(*) Tese apresentada para o Concurso de Docéncia Livre do Departamento
de Morfologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo (Ribeirdo Preto, 1972).



Um dos processos experimentais empregados por
grande numero de pesquisadores sob condi¢bes rigorosa-
mente controladas, € o da incubacdo em temperaturas
anormais. (Panum, 1860; Dareste, 1865; Fere, 1894-b;
Salvioli, 1898; Edwards, 1902; Alsop, 1919; Har-
man, 1924; Tazelaar, 1928; Scott, 1933; Kaufman, 1934;
Romanoff, Smith e Sullivan, 1938; Funk e Biel-
lier, 1944; Rondonini, 1948; Landauer, 1948: Deu-
char, 1952; Harrison e Klein, 1954; Moreng € Bryant,
1954-a, b, 1955 e 1956; Harrison, 1957; Ancel, 1958;
Ancel e Calame, 1959; Delphia e Eveleth, 1961;
Preda, 1963; Arora e Kosin, 1968).

A temperatura sob a qual os ovos sdo armazenados
é um dos factores mais importantes para a durabilidade
dos embrides, sendo o poder de ecloséo dos ovos arma-
zenados durante o inverno, superior aqueles do verdo.
(Reaumur, 1749).

Alguns fatos devem ser lembrados em relagdo ao
efeito da temperatura sobre a incubacéo:

a) falta de estudo sistemético das malformagdes

produzidas pelo resfriamento intenso, frio a 4°C,
e moderado, 25 a 27°C em um estadio determi-
nado e precoce do desenvolvimento;

b) auséncia de dados numéricos, para uma avaliacdo
quantitativa, das véarias partes do embrido.

c) preocupacdo apenas em analisar os estadios
finais do desenvolvimento, sem referencias as
estruturas que aparecem precocemente (Lawson,
1918; Scott, 1933; Landauer, 1948; Moreng
e Shaffner, 1951; Moreng € Bryant, 1954-a, b,
1955 e 1956; Funk e Forward, 1960; Delphia
e Eveleth, 1961; Arora e Kosin, 1968).

d) interesse apenas em testar a resisténcia do disco
germinativo ao frio ou a hipertermia (Cola-
santi, 1875; Pictet, 1893; Kaestner, 1895;
Rabaud, 1899; Mauro, 1923; Grodzinski, 1933
e 1934; Harrison e Klein, 1954).
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Em vista do exposto, acreditamos util o estudo e
a expressdao quantitativa das anomalias provocadas por
variacbes controladas de temperatura, em um estadio
determinado e precoce do desenvolvimento. Escolhemos,
para 0 nosso estudo, o estadio de 16 horas de incubacédo
(o estadio 4 da tabela Hamburger € Hamilton, 1951).

Este estadio foi escolhido porque, em nosso meio,
com o clima quente, a maioria dos embrides encontra-se
em fase de desenvolvimento ligeiramente mais avancgada
que o de linha primitiva. Ainda nesta fase embrionaria,
as estruturas nervosas estdo em uma etapa de evolugao
que permite a avaliacdo quantitativa e qualitativa de
eventuais alteragdes.

Além disso, nos amniotas, o alongamento do corpo se
inicia na fase da linha primitiva de modo que o embrido
é longo e estreito quando aparecem o0s 0rgdos axiais.

Nossa pesquisa teve por finalidade o estudo das
malformacdes provocadas em embries de galinha subme-
tidos a resfriamento intenso (4°C) e moderado (25-27°C),
ap6s incubagdo normal durante 16 horas (estaddio 4).

MATERIAL E METODOS
. MATERIAL

Utilizamos 577 ovos embrionados de galinha, pro-
venientes de um plantei de raca Arbor Acres.

Todos os ovos foram incubados (incubadeira Rosa,
a querosene) a 37,5°C, durante 16 horas, quando deveriam
atingir, o estddio 4 (Hamburger-Hamilton, 1951). Ven-
cido este periodo os ovos foram submetidos ao trata-
mento experimental que consistia em mante-los, por
48 horas, sob resfriamento intenso (4°C), ou moderado
(25 a 27°C) e a seguir reincubados, a temperatura normal,
por mais 16 horas. Assim tratados, deveriam atingir o

N 5
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estadio 9 (32 horas de incubacéo), se ndo se considerasse
as horas de resfriamento.

Para o grupo experimental submetido ao resfriamento
intenso (RI) foram separados 236 embriGes e para o
resfriamento moderado (RM) 105 ovos.

O grupo controle, constituido de 236 embrides
incubados durante todo o experimento a temperatura
de 37,5°C, foi dividido em dois lotes, a saber:

1) 133 ovos embrionados, incubados durante 16 h.
(controle 1);

2) 103 ovos embrionados, incubados durante 32 h.
(estadio 9, Hamburger-Hamilton, 1951) (con-
trole 2)

Il. TECNICAS EMPREGADAS PARA O EXAVE DOS BVBRIOES

A) Montagem total: os embrides, ao fim do periodo
experimental, eram fixados «in ovo» gotejando-se Alfac
(alcool a 80%, 85 ml; formaldeido, 10 ml e &cido acético
glacial, 5 ml) até coagulacdo do disco germinativo que,
a seguir, era recortado com uma tesoura e transportado,
com pincel, para solugdo salina a 9/1000. Mergulhado
em salina, retirava-se com um pincel o excesso de vitelo,
sendo a fixagdo do disco germinativo completado por
imersdo em solucdo de formol a 10% durante 24 horas.
Apos a fixacdo, fazia-se uma passagem em &gua destilada,
realizando-se a seguir a coloragdo pela Galocianina-
-Alume de cromo (Azoubel e col., 1969) durante 48 horas.
ApoOs desidratagdo e diafanizagdo, os embriGes eram
montados em béalsamo, entre l&mina e laminula.

B) Técnicas histoldgicas: os embribes, corados pela
Galocianina-alume de cromo, segundo a técnica acima
referida, eram, depois de medidos, retirados da lamina,
incluidos em parafina e cortados em série, com a espessura



de 100 Os cortes, apds desparafinizacdo e diafanizacao,
eram montados em balsamo entre lamina e laminula.

C) Técnica de medicdo dos embrifes: para a medicao
dos embribes, utilizou-se um disco micrométrico Zeiss,
de 21 mm de diametro, repousando sobre o diafragma
da ocular, com urna escala de 5 mm de comprimento
com divisGes de 0,5 mm. Os seguintes parametros foram
obtidos:

1) Comprimento do embrido — desde a extremi-
dade anterior do prosencéfalo até a extremidade
caudal da linha primitiva.

2) Volume do prosencéfalo — a partir dos diame-
tros medidos de acordo com a indicacdo da
fig. 1 (a, b,) o volume foi calculado conside-
rando-se a regido como um elipsoide de revolugéo.
Empregamos a formula: V = n/6.a.2b.

3) Volume do mesencéfalo e do rombencéfalo —
ambos foram considerados como figuras cilin-
dricas e seus volumes calculados a partir das
medidas tomadas de acordo com o0 esquema
apresentado na fig. 1(h, r). A férmula utilizada
foi: V = 2rh.

4) Comprimento da regido dos somitos e compri-
mento da extremidade caudal — medidos respec-
tivamente desde o primeiro até o Ultimo somito
e a partir deste até a extremidade posterior da
linha primitiva. Tanto para o volume das varias
regides do encéfalo como para as varias medidas
de comprimento os valores apresentados sdo
em unidades arbitrarias, uma vez que ndo ha
necessidade de seu calculo em valores absolutos
pois sdo dados comparativos. Além das medidas
efectuadas, assinalamos também o retardo ou
avanco de desenvolvimento em relagdo aos con-
troles; a incidéncia de aparecimento de anence-



falia; proliferacdo acentuada das vesiculas cere-
brais primitivas; soldadura precoce dos somitos e

b

Fig. 1— Esquema da porgdo cefalica do embrido de galinha. Pontos de reparo
para as medic0es.

«Cefalizacdo caudal». Esta ultima entendemos
como a modificacdo morfologica do tubérculo
caudal, de modo a originar estruturas semelhantes
as vesiculas cefalicas primitivas.



I1l.  TECNICA ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi feita com a apli-
cacdo do teste do 9%, escolhendo-se o nivel de signifi-
cancia de 0,05.

RESULTADOS

1. COMPRIMENTO DO EMBRIAO

O resfriamento dos embrides, nas condi¢des experi-
mentais, promove um encurtamento do eixo embrionario.
A frequéncia com que aparecem valores mais baixos
€ maior nos embrides submetidos ao resfriamento intenso,
(tabela 1). Embora ndo exista diferenca, estatisticamente

TABELA 1

Comprimento dos embrides nos varios grupos experimentais. As dimensdes sdo apre-
sentadas em unidades arbitrarias— R1 e RM — respectivamente resfriamento intenso
e moderado

COMPRIMENTO NUMERO DE EMBRIOES

EMBRIAO RI Controle RM
4 2 — —
5 3 — —
6 2 — 1
7 7 — 2
8 11 1 3
9 13 - 6
10 15 4 8
1 6 12 8
12 4 38 6
13 6 25 15
14 1 15 1
15 4 8 5
16 4 — 2
17 1 — 1
18

19 —_ — 1

TOTAL 79 103 69



significativa, quando comparado com o grupo de resfria-
mento moderado, ambos os grupos diferem do grupo
controle (tabela 9). Pelo exame da fig. 2 verifica-se
que, além de maior dispersdo dos valores para o grupo
de resfriamento intenso a maioria dos embriGes apresen-
tam comprimento do eixo menor que 10.

O CONTROLE

0  RESF. INTENSO

Fig. 2w Comprimento do embrido nos varios grupos experimentais. Histograma de fre-
quéncia. Unidades arbitrérias.

O exame microscopico dos cortes histologicos desses
embrides revela, ainda, em muitos casos, a supressao
dos somitos e atraso no fechamento do tubo neural.

O encurtamento do eixo embrionario € uma anomalia
que ocorre, tanto no resfriamento intenso, como no
moderado, podendo apresentar-se isoladamente ou asso-
ciada a outras. Assim, aparecem com frequéncia, anoma-
lias de cérebro, das vesiculas cerebrais primitivas e de
seus derivados, nos grupos submetidos ao resfriamento.2

2. VOLUME DO PROSENCEFALO

Tanto para o resfriamento intenso, como para o
moderado, a determinacdo do volume do prosencéfalo
(tabela 2) somente foi possivel em um ndmero limitado
de embriGes, uma vez que o tratamento afeta grandemente
a morfogénese dessa regido do enceéfalo.



Para o volume do prosencéfalo, a aplicagdo do teste
estatistico aos nossos dados, evidenciou diferengas signi-
ficativas apenas entre os grupos controle e o de embrides
submetidos ao resfriamento moderado (tabela 9).

TABELA 2

Volume do prosencéfalo de embrides dos varios grupos experimentais. O volume é
apresentado em unidades arbitrarias. RI e RM, respectivamente resfriamento intenso
e moderado.

VOLUME DO NUMERO DE EMBRIOES

PROSENCEFALO RI Controle RM
0,5 24 29 33
1,0 18 48 5
2,0 10 24 6
3,0 2 2 —
4,0 6 — 2
TOTAL 60 103 46

O exame da tabela 2 e da figura 3 mostra que, real-
mente, a quase totalidade dos embrides submetidos a
resfriamento moderado, apresentou para o volume do
prosencéfalo, valores dos menores observados.

O CONTROLE

. 80- RESF. INTENSO
LU
@

VOLUME DO PROSENCEFALO

Fig. 3— Volume do prosencéfalo dos embriGes nos varios grupos experimentais.
Histograma de frequéncia. U.A.

N 5
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3. VOLUME DO MESENCEFALO

Tanto o resfriamento intenso quanto o moderado,
induzem alteracdes de volume do mesencéfalo (tabela 3)
sendo que a diferenca € estatisticamente significativa
mesmo quando se consideram o0s dois grupos tratados
(tabela 9).

TABELA 3

Volume do mesencéfalo de embrides dos varios grupos experimentais. O volume é
expresso em unidades arbitrarias. RI e RM, respectivamente resfriamento intenso
e moderado.

VOLUME DO NUMERO DE EMBRIOES

MESENCEFALO RI Controle RM
0,5 16 4 1
1,0 19 59
2,0 5 31 13
3,0 4 8 n
4,0 — 1 3
TOTAL 44 103 36

O exame da tabela 3 e da figura 4 demonstram que
a distribuicdo dos embrides tratados diferentemente situa-se
em regibes opostas da sequéncia dos valores obtidos.

VOLUME DO MESENCEFALO

Fig. 4 — Volume do mesencéfalo dos embrides nés varios grupos experimentais.
Histograma de frequéncia. Unidades arbitrarias.
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4. VOLUME DO ROMBENCEFALO

O pequeno numero de dados relativos ao volume
do rombencéfalo, conforme nos mostra a tabela 4 e a

TABELA 4

Volume do rombencéfalo dos embrides dos varios grupos experimentais. O volume
é apresentado em unidades arbitrarias. Rl e RM respectivamente resfriamento intenso
e moderado.

VOLUME DO NUMERO DE EMBRIOES

ROMBENCEFALO RI Controle RM
0,5 10 21 1
1,0 2 47 16
2,0 5 25 12
3,0 1 10
4,0 —_ — 1
TOTAL 37 103 38

figura 5, nos da uma ideia das alteragbes de forma desta
vesicula cerebral primitiva. Mesmo fazendo a restricdo
de que as medidas efectuadas foram em numero pequeno,
observamos que a aplicacdo do teste i2 ndo revelou
diferencas estatisticamente significativas entre o0s trés
grupos experimentais (tabela 9).

VOLUME DO ROMBENCEFALO

Fig. 5— Volume do rombencéfalo dos embrides nos varios grupos experimentais.
Histograma de frequéncia. Unidades arbitrarias.

N 5
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5. COMPRIMENTO DA REGIAO DOS SOMITOS

Ambos os tratamentos induzem uma modificagdo do
comprimento da regido dos somitos (tabela 5) que é

TABELA 5

Comprimento da regido dos somitos de embrides dos varios grupos experimentais.
O comprimento é apresentado em unidades arbitrarias. RI e RM, resfriamento intenso
e moderado, respectivamente.

COMPRIMENTO NUMERO DE EMBRIOES

RI Controle RM

1,0 5 - -

2,0 12 3 4

3,0 17 47 9

4,0 8 38 18

5,0 1 13 21
6,0 3 2 8
TOTAL 46 103 60

estatisticamente significante (tabela 9). O exame da
tabela 5 e da figura 6 parece indicar que enquanto para
0s embrides submetidos ao resfriamento intenso ocorre

COMPRIMENTO DA REGIAO DOS SOMITOS

Fig. 6 — Comprimento da regido dos somitos de embrides dos varios grupos experi-
mentais. Histograma de frequéncia. Unidades arbitrarias.
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encurtamento da regido, para os submetidos ao resfria-
mento moderado o inverso se observa, isto é um alonga-
mento de regido dos somitos.

6. COMPRIMENTO DA REGIAO CAUDAL

O comprimento da regido caudal, medido a partir
do altimo par de somito, sofreu variacBes tanto nos
embrides submetidos ao resfriamento intenso, quanto
ao moderado (tabela 6 e fig. 7). Frequentemente, a
auséncia de somitos ou uma redugdo acentuada do eixo
embrionério, torna impraticavel medir a regido caudal.
Nos embribes que sofreram resfriamento intenso, esta
medida somente pode ser feita em 34 embriGes.

TABELA 6

Comprimento da regido caudal de embrido dos varios grupos experimentais. O com-
primento é apresentado em unidades arbitrarias. Rl e RM, resfriamento intenso e
moderado, respectivamente.

COMPRIMENTO NUMERO DE EMBRIOES

RI Controle RM

1,0 6 - -

2,0 7 — 6

3,0 3 3 20

4,0 4 29 18

5,0 8 68 19

6,0 6 2 1
TOTAL 34 103 64

A aplicacdo do teste estatistico revelou haver
diferencas significativas entre o0s tres grupos experi-
mentais (tabela 9).
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O CONTROLE
§3 RESE INTENSO

m  RESF. MODERADO

60-

40-

NR CE ENgg O

20-

COMPRIMENTO DA REGIAO0 CAUDAL

Fig. 7 — Comprimento da regido caudal de embrides dos varios grupos experimentais.
Histograma de frequéncia. Unidades arbitrarias.

7. ANOMALIAS DAS VESICULAS CEREBRAIS PRIMITIVAS

No tocante a formagdo do sistema nervoso, cons-
tata-se, nos varios grupos experimentais, alteragbes diver-
sas. Assim, estruturas tais como pregas cefalicas, vesi-
culas cerebrais, vesiculas oOpticas, ou seus derivados,
apresentavam diferentes graus de desenvolvimento, ou
eram mesmo ausentes.

Deve-se assinalar, entretanto, que no grupo submetido
ao resfriamento moderado, as alteraces da regido cefalica
eram mais frequentes e as malformacgdes constituiam-se
em proliferagdo de células para o interior das vesiculas
cerebrais, tendendo a obliterar a luz do sistema nervoso
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primitivo (fig. 8). Figuras de mitose sdo muito fre-
quentes em toda a parede da vesicula cerebral.
Além dessa malformacdo, observou-se em 17% dos

Fio. 8— Corte transversal de vesicula cerebral primitiva de embrido submetido a
resfriamento moderado. Intensa proliferacdo celular para o interior da mesma.
Coloragdo Galocianina-alume de cromo. Aumento 63 X;

embrides submetidos a resfriamento moderado a ocor-
réncia de anencefalia.

Quanto ao grupo submetido ao resfriamento intenso,
notamos que havia a formacdo incompleta das vesiculas
cerebrais, sendo rara a anencefalia (2%) e a ocorréncia
de vesiculas cerebrais degeneradas.

O mesencéfalo apresenta alteracBes de forma, tanto
nos embrides que foram submetidos ao resfriamento
intenso, quanto naqueles que sofreram resfriamento mode-

N 5
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rado. No resfriamento intenso, as malformacdes s&o
traduzidas por alteragdes morfoldgicas; entretanto, no
resfriamento moderado, observamos alteracdes de carater

Fig. 9 — Corte transversal de embrido submetido ao resfriamento moderado,

notando-se a fusdo de um dos pares de somitos, na linha mediana, além da luz redu-

zida do tubo neural e reducdo da notocorda. Coloragdo — Galocianina-alume
de cromo. Aumento 25X .

proliferativo que nos cortes histolégicos se apresentavam
como compactagdo precoce do tecido nervoso.

O rombencéfalo ndo se altera muito com os dois
tratamentos. Para o resfriamento moderado, observa-
mos as mesmas alteragGes proliferativas, caracterizadas por
fechamento quase completo da luz do canal neural.
Para os embribes submetidos ao resfriamento intenso,
as malformacdes traduziram-se por ndo segmentacdo em
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metencéfalo e mielencéfalo e pela falta de formagdo de
neurdmeros.

Com relacdo a regido dos somitos, no grupo subme-
tido ao resfriamento intenso, a auséncia total de somitos
foi bastante frequente, havendo em menor nimero de
embribes degeneracdo e necrose. Naqueles que sofreram
resfriamento moderado, a auséncia de somitos foi menos
frequente, sendo a soldadura precoce dos somitos, na
linha mediana, a anomalia mais encontrada (fig. 9).

8. ESPESSAVENTO E «CEFALIZACAO CAUDAL»

A «cefalizagdo caudal» ocorreu apenas nos embrides
que foram subrpetidos a resfriamento intenso (fig. 10 e 11).
Em alguns, a cefalizacdo aparecia como unica anomalia;
no entanto, na maioria, 95% dos casos examinados,
tanto em montagem total, como em cortes histolégicos
seriados, verificou-se que havia sempre a associacdo de
outras malformacbes que interessavam 0 comprimento
do embrido, (tabela 7) ou deficiente formacdo de somitos.

Cortes histoldgicos, feitos ap6s o estudo dos embriGes
em montagem total, revelaram o aparecimento de vesi-
culas neurais neoformadas na regido caudal, semelhantes
as vesiculas cerebrais primitivas. Alguns embrides apre-
sentavam espessamento na extermidade caudal, sem ocor-
rer, entretanto, a formacdo de vesiculas completas.
A vesicula neoformada apresentava ao seu redor, uma
zona de «rarefacdo» observdvel nas montagens totais
(fig. 11).
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Fig. 10 — Cortes transversais da regido caudal de embrides submetidos a resfriamento
intenso. A montagem visa a ilustrar a sequéncia da «cefalizagdo caudal». Colo-
racdo: Galocianina-alume de cromo. Aumento 25 X.
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Fig. 11 — Montagem total do embrido de galinha, tratados pelo resfriamento intenso.
Sequéncia do processo de «cefalizagdo caudal». Coloragdo: Galocinina-alume
de cromo. Aumento 10x.
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TABELA 7

Comprimento dos embribes de galinha submetidos ao resfriamento intenso e incidéncia
da «cefalizagdo caudal».

COMPRIMENTO DO EMBRIAO NUMERO
UNIDADES ARBITRARIAS DE EMBRIOGES

3.0 1
4.0 5
5.0 9
6.0 10
7.0
8.0
9,0 10
10,0
*11,0
*12,0
*13,0
*14,0
15.0
16.0
17.0
18.0
19,0

* = Comprimento dos embrides normais entre os valores 11 e 14. (vide tabela 1).

9. RETARDO OU AVANCO NO DESENVOLVIMENTO

Os embrides que sofreram resfriamento foram com-
parados com aqueles que possuiam 0 mesmo numero
de horas de incubacdo (exceto as 48 horas de tratamento)
da tabela de Hamburger-Hamilton (1951)

Dos embrides que sofreram resfriamento intenso,
62,8% se encontravam abaixo do estddio 9; 21,5% no
estadio 9 e 15,7% acima. No grupo submetido ao
resfriamento moderado, verificamos que 21,3% estavam
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abaixo do estadio 9; 7,4% no estadio 9 e 71,3% acima.
Para os embrides do grupo controle, 35,9% se encon-
travam no estadio 9, e 64,1% acima, (tabela 8 e fig. 12).

TABELA 8

Estadios de desenvolvimento (Hamburger-Hamilton, 1951) e nUmero de embriGes
para 0s grupos experimentais.

ESTADIOS RI CONTROLE RM
4 - 3
5 - 1
6 6 _ _
7 45 - 12
8 57 -
9 41 37 7
10 22 38 13
1 5 21 7
12 2 4 13
13 i 3 27
14 — — 7
TOTAL 191 103 94
O OONTROLE
RESE INTENSO

Fig. 12 — Estadios de desenvolvimento dos embrides dos varios grupos experimentais.
Histograma de frequéncia.

N 5
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A aplicacdo do teste y} mostrou que os 3 grupos
experimentais sdo diferentes quando comparados entre si
(tabela 9).

TABELA 9

QUADRO GERAL DOS RESULTADOS

Teste y}
CONTROLE
PARAMETROS G.L. X RM X RI RM X RI
Comprimento do embrido  26-28-30 39,76* 1101,99* 33,06
Volume do prosencéfalo 10 32,69* 15,13 10,76
Volume do mesencéfalo 10 45,75* 29,94* 27,01*
Volume do rombencéfalo 10 11,73 4,11 17,03
Comprimento da regido
dos somitos 10-12-12 29,22* 38,37* 34,54*
Comprimento da regido
caudal 10-12-12 30,61* 65,28* 26,93*
Cronologia do desenvol-
vimento 20-20-22 86,11* 102,90* 109,48*
Rl = Resfriamento intenso RM = Resfriamento moderado
P — 0,05 P = 0,05

*

* — Significativo = Significativo



DISCUSSAO

Nosso trabalho teve por finalidade, o estudo das
alteracbes provocadas, em embrides de galinha, quando
submetidos a resfriamento imediatamente apds a dife-
renciacdo da linha primitiva (estddio 4 de Hamburger-
-Hamilton, 1951) e das modificagbes estruturais, ava-
liadas apds 16 horas de reincubacéo.

A técnica de coloracdo empregada e 0 exame dos
embrides em montagem total, representam métodos de
escolha para esse tipo de experimentagdo em embrio-
logia pois sdo Uteis para detectar as malformacdes, apre-
sentam vantagem de permitir o exame do embrido como
um todo, possibilitando a facil escolha da regido a ser
estudada e, eventualmente, cortada em série, para poste-
rior exame histoldgico.

Aspecto de relevante importéncia, neste tipo de
pesquisa, é o tempo de actuacdo do estimulo. Em nosso
trabalho, os embrides sofreram resfriamento (intenso e
moderado) por um periodo de tempo relativamente longo
e seria de se interrogar, nessas condi¢des, qual o pro-
cesso morfogenético atingido, indagacdo ja feita por
Deuchar (1952). Em ensaios preliminares verificamos
que estimulos, por curtos periodos de tempo, provo-
caram malformacgbes restritas a 5% do material. Nas
condi¢Bes experimentais empregadas, estimulos por perio-
dos maiores, induzem outras malformagdes, tais como
«Cefalizagdo Caudal», proliferacdo intensa do neuro-
-epitélio das vesiculas cerebrais primitivas, pregueamento
do tubo neural, imitando a formacdo de neuromeros e
soldadura precoce dos somitos na linha mediana.

No entanto, embora ndo compardveis em virtude
do estddio escolhido (4 dias de evolugdo) os resultados
de Ancel (1958), que empregou técnica semelhante de
resfriamento moderado, mostram que os embrides sobre-
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vivem mesmo submetidos a resfriamento por 48 horas e
apresentando, unicamente, anomalia de palpebras.

A etapa de desenvolvimento foi escolhida (16 horas
de incubacgéo), embora em nosso clima ndo corresponda
sempre ao estadio 4 de Hamburger-Hamilton (1951),
por alcancar o embrido em fase precoce de desenvolvi-
mento.

Assim, depois de formada, a linha primitiva aumenta
de comprimento, por alongamento de sua metade pos-
terior. A zona pelucida perde a sua forma circular e
adquire mais ou menos a forma de uma pera, com um
extremo achatado dirigido para trds. Este alongamento
da linha primitiva é temporario. Quando as ceélulas
destinadas a formar a notocorda e 0 mesoderma migram
para o interior, se consome, gradativamente, o material
que formava a linha primitiva. A movimentagdo para
dentro, das células laterais, vai se retardando, até que
ndo pode compensar o consumo de celulas, devido a
migracdo. Entdo, toda a linha primitiva comeca a
fundir-se, deslocando caudalmente o extremo anterior,
enquanto que o extremo posterior permanece mais ou
menos estacionario.

Nos amniotas, o alongamento do embrido se inicia
na fase de linha primitiva, de modo que os tratamentos,
nesta fase, modificam o comprimento do embrido.

Lima questdo deve ser posta neste momento.
O encurtamento do eixo embrionario devido ao estimulo
aplicado no estaddio de linha primitiva € consequéncia
da duracdo do estimulo ou da temperatura a que foram
0s embrides submetidos. Mookerjee (1953) mostrou que
0 encurtamento do eixo embrionario é proporcional ao
atraso da incubacdo. Este resultado estd de acordo
com o0s nossos dados, uma vez que os embrides tratados
ndo diferem significantemente entre si, sendo ambos
diferentes do grupo controle.

Waddington (1952) demonstrou que o0s grandes
movimentos morfogenéticos sdo fundamentais na orga-



25

nizacdo do disco embrionario da galinha. E bem por-
vavel que o resfriamento interfira neste processo e que
uma movimentacdo deficiente de células seja responsavel
pela falta de inducdo de algumas estruturas de modo a
produzir malformagbes, principalmente aquelas relacio-
nadas com o0s 6rgdos axiais.

Pelos motivos ja expostos, em nosso meio no grupo
controle 1, a maioria dos embrides se apresentava mais
desenvolvida. Assim, dos 133 embriGes que constituiram
este grupo, 88 estavam acima daquele estadio e, entre
estes, 50 alcancaram o estddio 8 Assim, para estes
animais a velocidade do desenvolvimento depende da
temperatura ambiente, ndo tendo sentido as indicacdes
relacionadas a idade do embrido.

Devemos chamar a atengdo para o fato de que a
parada da incubacdo ndo implica na supressao total do
desenvolvimento. E claro que ndo se pode comparar o
numero de horas-vida, dos embrides tratados com aqueles
da tabela de Hamburger-Hamilton (1951). NoO caso
dos embribes submetidos ao resfriamento intenso ha
realmente um retardo no desenvolvimento. No entanto,
este fato ndo ocorreu na maioria dos embrides submetidos
ao resfriamento moderado, pois alguns alcancaram o0s
estadios 12, 13 e 14.

Funk e Biellier (1944) indicam que, abaixo de 27°C,
ndo ha desenvolvimento apreciavel do disco embrionario
da galinha, consideram estes autores esta temperatura
como o zero fisiolégico, isto é, a temperatura abaixo
da qual o embrido da galinha ndo se desenvolve.

Nossos resultados permitem afirmar que o desenvolvi-
mento embrionario prossegue mesmo para embrides colo-
cados no zero fisiolégico, desde que a incubacdo tenha
sido iniciada em condi¢cdes normais de temperatura, e
perdurado por 16 horas. Tal fato na verdade ocorreu
na maioria dos embribes submetidos ao resfriamento
moderado e que tinham um desenvolvimento equivalente
a 50 horas ou mais de incubacgédo (estadio 14). No entanto,

N 5
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na realidade eles tem 80 horas de vida, o que correspon-
deria ao estadio 20, aproximadamente, da tabela que
utilizamos.

O estimulo aplicado a partir de 16 horas de incuba-
cdo, deverd atuar de maneira decisiva sobre estruturas
que iniciam sua diferenciagdo no primeiro dia, principal-
mente as estruturas nervosas. Este fato leva a grandes
desvios na morfogénese das vesiculas cerebrais o0 que em
alguns casos, impediu a medicdo dos parametros para
a avaliacdo quantitativa.

O resfriamento intenso e moderado atuam diferen-
temente sobre as diversas vesiculas cerebrais.

Assim, o prosencéfalo resiste bastante ao resfria-
mento intenso, sendo muitas vezes, a Unica vesicula
cerebral a se formar nestas condi¢cbes. O mesmo néo
acontece com o mesencéfalo que se altera grandemente,
com qualquer dos tratamentos; enquanto, o romben-
céfalo, praticamente, ndo se modifica. Em nossa expe-
riéncia, notamos que, nos casos de anencefalia, com alta
incidéncia nos embrides submetidos ao resfriamento mode-
rado, o rombencéfalo estava sempre bem formado. Cor-
tes histoldgicos seriados das vesiculas cerebrais primitivas
nos embribes submetidos ao resfriamento moderado,
apresentavam um grande numero de mitoses, em varias
camadas da parede ventricular. Fato idéntico foi obser-
vado por Kallen (1961) que também observou mitoses
nas varias camadas da parede do mesencéfalo do embrido
de galinha, tratado pela colchicina. Assim, tanto o
resfriamento moderado, como a colchicina, podem modi-
ficar a morfogénese do sistema nervoso, de modo a pro-
duzir uma compactacdo das vesiculas cerebrais primitivas
e uma reducdo da luz do tubo neural.

Na maioria dos embrides submetidos ao resfriamento
intenso que atingiram o estaddio 9, ou estddio mais avan-
cado, ocorre um espessamento na regido caudal, em
alguns casos circundado por uma &rea de «rarefacdo».
O espessamento ou «cefalizacdo caudal» pode ser inter-



prelado como uma inversdo da polaridade do embrido.
Esta hipdtese se coaduna com os trabalhos de Gallera
e Castro Correia (1960) e Castro Correia e Santos
(1967) que mostraram, ter linha primitiva, a capacidade
de induzir estruturas neurais, provocando uma inversao
do eixo céfalo-caudal. Pareceu-nos, assim, ser o espes-
samento da regido caudal etapa do processo de «cefa-
lizacdo». Em caso de cefalizagdo completa, com o
aparecimento de vesiculas, os cortes histoldgicos mos-
traram as semelhancas destas com as vesiculas cerebrais
primitivas. Alsop (1919) admitiu uma maior sensibi-
lidade das estruturas do tubo neural ao frio. Nossos
resultados confirmam esta hipdtese, uma vez que a «cefa-
lizagdo caudal» somente ocorre nos embrides tratados
pelo frio. Além disso, a origem da regido caudal do
embrido de galinha, se faz a partir do tubérculo caudal,
especialmente em relacdo ao sistema nervoso, nos leva
a supor que o resfriamento intenso seja responsavel pela
modificacdo estrutural produzindo a anomalia.

Uma outra possibilidade de explicagdo para este
fato seria a teoria do gradiente. As inducdes sdo devidas
a interagdo de dois fatores. O fator neuralizador, de
Toivonen e SAXEN (1955), (dorsalizador de Yamada, 1950
ou ativador de Nieuwkoop e col. 1952) e o fator cauda-
lizador, de Yamada, 1950 (mesodermalizador de Toi-
vonen € Saxen, 1955 ou transformador de Nieuwkoop
e col. 1952). Somente em presenca do primeiro ocorrem
inducdes arquencefalicas. Como o gradiente integra as
partes do embrido como um todo no sistema morfo-
genético, qualquer fator atuando sobre o gradiente,
afeta todo o sistema. Assim, o frio intenso, a nosso
ver, baixaria ao maximo o nivel do gradiente caudali-
zador agindo entdo como agente neuralizador. E pro-
vavel que o frio tenha produzido a elevacdo do gradiente
dorso-ventral do ectoderma, como conseguiram, com o
emprego de outros estimuladores (Huxley e Beer (1934)
e Ranzi (1957), provocando um aumento de tamanho
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do sistema nervoso, apesar de no caso presente, o com-
primento total do embrido estar diminuido.

O fato observado de que a «cefalizagdo caudal»,
parece ser acompanhada de aumento de volume do sis-
tema nervoso, poderia estar relacionada com a diminuicao
do comprimento do embrido, pode ter sua explicacdo
de acordo com as consideragOes a seguir feitas:

O comprimento da regido ocupada pelos somitos
difere nos tres grupos experimentais. Adqueles que foram
submetidos ao resfriamento moderado apresentaram um
aumento consideravel esta regido, enquanto para a popula-
¢cdo que sofreu o resfriamento intenso um encurtamento,
em relagdo aos embrides do grupo controle. Este fato
nos parece, estaria ligado diretamente a modificagcOes
do gradiente do ectoderma do disco embrionario no
sentido de inibicdo do fator caudalizador, no segundo
caso ou do neuralizador no primeiro (Toivonen e Saxen,
1955; Yamada, 1950 e Nieuwkoop € cois., 1952).

Para o resfriamento moderado, o exame histoldgico,
da regido dos somitos, revela aproximacdo e fusdo dos
mesmos na linha mediana. Este fato ndo foi observado
no grupo submetido ao resfriamento intenso. A expli-
cacdo para tal ocorrencia nos é dada por Lehmann (1937
e 1945): em anfibios, o ponto méximo de atuacdo do
gradiente mesodérmico estd localizado no notocorda.
Se o0 desenvolvimento da notocorda é debilitado ou
suprimido, as células da futura notocorda se diferenciam,
de acordo com o nivel proximo mais alto, e se trans-
formam em tecido somitico. Cremos ser valida a expli-
cacdo, se bem que, em aves, a notocorda seja de origem
epiblastica.

O atraso da incubacédo, além do 10.° dia de postura,
também provoca a fusdo precoce dos somitos, na linha
mediana (Mookerjee, 1953). Embora sem qualquer expli-
cacdo para o fato.

A anencefalia ocorreu em uma proporgdo bastante
alta (cerca de 17%), nos embriGes submetidos ao resfria-
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mento moderado, e 2% na populacdo que sofreu o res-
friamento intenso. Segundo Gallera (1951), a anen-
cefalia seria devida a uma oxigenacdo deficiente das
vesiculas cerebrais primitivas, entretanto esta hipotese
ndo encontra apoio nos trabalhos de Ancel (1959), que
impedindo a passagem de oxigénio, através das membranas
e da casca do ovo, com a ajuda de uma substancia cimen-
tante, ndo observou tal anomalia. Giroud, Delmas
e Martinet (1959) observaram, na anencefalia, uma
modificacdo da forma, com achatamento dos hemis-
férios, por reducdo das cavidades ventriculares que se
tornam uma simples fenda. Dada a ocorréncia bastante
elevada de embribes anencefalicos, dentro do grupo
submetido ao resfriamento moderado, e como 0s cortes
histolégicos das vesiculas cerebrais primitivas nos mos-
traram, nestes casos, uma proliferacdo acentuada de
células nas camadas da superficie ventricular do epitélio
neural, nos parece razodvel supor que a multiplicacdo
celular, reduzindo a luz e provocando a «compactagao»,
represente a primeira fase do processo. Esta anomalia,
somente foi detectada naqueles embrides que alcancaram
uma etapa de desenvolvimento equivalente aos estadios 13
e 14 da tabela de Hamburger-Hamilton.

SUMARIO E CONCLUSOES

Foram utilizados, no presente trabalho, 577 ovos
embrionados de galinha, com 16 horas de incubacéo
(estddio 4 de Hamburger-Hamilton, 1951). Desse total,
341 foram submetidos ao resfriamento intenso (4°C)
e moderado (25-27°C), durante 48 horas, sendo em
seguida, reincubados por mais 16 horas; 236 embrifes
constituiram o grupo controle (controle I, com 16 horas
de incubacgéo e controle Il, com 32 horas de incubacéo).

O estudo das malformacdes foi feito através do
exame dos embrides, apos fixacdo tanto em montagem

NS
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total (coloragdo pela Galocianina-alume de cromo) como
em cortes histologicos seriados.

Os embrides foram medidos com o auxilio de um
disco micrométrico Zeiss, de 21 mm de diametro, gra-
duado em uma escala de 5 mm, com divisdes de O0,5.
Os parametros escolhidos foram: comprimento do
embrido; volume das vesiculas cerebrais primitivas: pro-
sencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo; comprimento da
regido ocupada pelos somiios e da extremidade caudal.
Além disso, foi avaliado o avango ou o retardo do desen-
volvimento, ao final do experimento.

Nossos resultados sugerem as seguintes conclusdes:

1L O comprimento do embrido é afetado tanto
pelo resfriamento intenso como pelo moderado, néo
havendo diferenca estatisticamente significativa entre os
dois tratamentos.

2. O sistema nervoso se comporta diferentemente
quando o embrido é submetido aos dois tratamentos.
Naqueles submetidos ao resfriamento intenso, as modi-
ficagbes sdo mais relacionadas com a regido caudal do
embrido. Nos tratados pelo resfriamento moderado, as
vesiculas cerebrais primitivas apresentam, mais frequen-
temente, alteragbes proliferativas que se traduzem histo-
I6gicamente, por compactacdo, reducdo do lume e conse-
quente desaparecimento da cavidade ventricular.

3. O aparecimento de embrides anencefalicos foi
maior no grupo submetido ao resfriamento moderado.

4. Somente o resfriamento intenso provoca a «cefa-
lizacdo caudal».

5. Parece haver uma relacdo direta entre o encurta-
mento do eixo embrionario e a cefalizacdo caudal, nos
embrides submetidos ao resfriamento intenso.

6. A fusdo dos somitos, ao nivel da linha mediana,
foi um dos efeitos observados somente nos embrides
submetidos ao resfriamento moderado.

7. O comprimento da regido dos somitos e o da
extremidade caudal sdo afetados pelos dois tratamentos.
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