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RESUMO

DINIZ, André Luiz Lima. Estudo morfoldgico do utero de fetos humanos: diferencas na
organogénese relacionadas a anencefalia. 2023. 100 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Os defeitos do tubo neural (DTN) s&o um dos tipos mais prevalentes de anomalias
congénitas que afetam o sistema nervoso central; sendo a anencefalia a sua apresentacdo mais
grave. A hipétese neste trabalho é que a anencefalia impacta no desenvolvimento da do Utero
durante o periodo fetal humano. Deste modo, 0 objetivo deste estudo € comparar 0s parametros
biométricos do Utero de fetos femininos com e sem anencefalia. Como metodologia foram
estudados 34 fetos do sexo feminino (22 normais e 12 anencefalicos), com idades entre 12 e 22
semanas pos-concepcdo (SPC). Os pardmetros biométricos foram registrados. A disseccéo é
feita com o feto em declbito dorsal; uma incisdo subcostal bilateral permite o acesso as
estruturas abdominais e pélvicas. Neste momento, é realizado um primeiro registro fotografico,
com posterior extracdo da pelve em bloco, contendo todo trato geniturinario. Em seguida, com
auxilio de um microscépio Zeiss Discovery V8, que permite a aquisi¢cdo de novas imagens, 0s
fetos foram submetidos a dissec¢do pélvica e individualizacdo das estruturas do trato urinario
(bexiga e uretra) e genital (Utero, vagina e ovarios). As afericbes do comprimento e a largura
do utero foram realizadas no programa Image J, v. 1.46r. Para analise estatistica foi utilizado o
programa SPSS, v. 13.0. O nivel de significancia foi ajustada pela corre¢do de Bonferroni (p <
0,0071). Foram realizados testes de comparacéo das médias e também avaliadas as correlacdes
lineares para os dois grupos quanto as medidas do Gtero e 0s parametros antropométricos idade
em SPC, peso em gramas (g) e comprimento vértice-coccix (CVC) em centimetros (cm).
Identificamos diferencas significativas entre o comprimento do Gtero (mm)/peso (g) x 100 (p =
0,0046) e largura do utero (mm)/peso (g) x 100 (p = 0,0013) quando comparamos o controle
com o grupo anencefalico. A analise de regressao linear indicou que 80% de significancia foi
encontrada em as correlagdes em fetos normais (12,9 a 22,6 SPC) e 40% de significancia em
fetos anencefalicos (12,3 a 18,6 SPC). A analise de regressdao mdltipla indica que 40,4% das
variacfes no comprimento uterino (mm)/peso (g) x 100 e 32,9% largura do Utero (mm)/peso
(g) x 100 sdo variacOes aleatorias ou devidas a outros fatores que ndo a idade, CVC e
anencefalia. Por conclusdes, observamos que as medidas do Utero foram maiores no grupo
anencefalico mas a analise de regressdo multipla sugere que a anencefalia ndo € capaz de
justificar isoladamente as variagdes das medidas uterinas. Mais estudos translacionais sao
necessarios para ampliar a compreensdo sobre como a anencefalia pode afetar a formacgéo
uterina durante o periodo fetal humano.

Palavras-chave: Utero. Embriologia. Anencefalia. Fetos humanos.



ABSTRACT

DINIZ, André Luiz Lima. Morphological study of the uterus in human fetuses: differences in
organogenesis related to anencephaly. 2023. 100 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Neural tube defects (NTD) are one of the most common congenital malformations
affecting the central nervous system; anencephaly is the most severe manifestation of NTD.
The hypothesis of this study is that anencephaly affects the formation of the human uterus
during fetal life. Hence, the objective of this research is to compare the uterine biometric
parameters of female fetuses with and without anencephaly. As a method, between 12 and 22
weeks after conception (WPC), 34 female fetuses (22 normal and 12 anencephalic) were
investigated. Biometric characteristics were obtained. The dissection is performed with the
fetus in the supine position; abdominal and pelvic tissues are accessed by bilateral subcostal
incisions. At this moment, a first photographic record is made, and the pelvis, containing the
entire genitourinary system, is extracted en bloc. The fetuses were then subjected to pelvic
dissection and individualization of the urinary tract (bladder and urethra) and genital (uterus,
vagina, and ovaries) components using a Zeiss Discovery V8 microscope, which permits the
acquisition of a second set of images. Measurements of the length and width of the uterus were
performed using the Image J software, v. 1.46r. For statistical analysis the SPSS software, v.
13.0, was employed. The significance level was adjusted using the Bonferroni correction (p <
0.0071). Mean comparison tests were carried out and linear correlations were also evaluated for
the two groups regarding uterine measurements and anthropometric parameters: age in SPC,
weight in grams (g) and crown-rump length (CRL) in centimeters (cm). We observed significant
differences in uterine length (mm)/weight (g) x 100 (p = 0.0046) and uterine width (mm)/weight
(g) x 100 (p = 0.0013) when comparing the control with the anencephalic group. According to
linear regression analysis, correlations between normal fetuses (12.9 to 22.6 WPC) and
anencephalic fetuses (40% significance) were shown to be 80% significant and 40% significant,
respectively (12.3 to 18.6 WPC). Multiple regression analysis indicates that 40.4% of the
variations in uterine length (mm)/weight (g) x 100 and 32.9% of uterine width (mm)/weight (g)
x 100 are random variations or due to factors other than age, CVC and anencephaly. In
conclusion, we observed that the uterine measurements were greater in the anencephalic group,
but the multiple regression analysis suggests that anencephaly it self is not able to explain the
variations in uterine measurements. More translational studies are needed to broaden our
understanding of how anencephaly may affect uterine formation during the human fetal period.

Keywords: Uterus. Embryology. Anencephaly. Human Fetuses.
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INTRODUCAO

O cérebro e a medula espinhal sdo derivados do tubo neural, estrutura do ectoderma que
se forma pelo processo de neurulagdo primaria. Este evento se inicia perto da juncéo do cérebro
posterior e da medula espinhal no nivel do 5° somito e avanca nas direcdes cranial e caudal.
Isto requer que as camadas superiores do disco germinativo embrionario se elevem como dobras
e se fundam na linha média dorsal(1) (Fig.1).

No inicio do fechamento, as celulas do neuroctoderma formam o teto do tubo neural e
as células epidérmicas sobrejacentes, formam a camada ectodérmica da pele. Em humanos, este
fechamento estrutural comeca na 3% semana pos-concepcao (SPC) e, ao final da 42 semana, o

tubo neural se separaré do ectoderma sobrejacente e sua estrutura estara completa (2).

Figura 1 Embrido humano em neurulacdo e seu modelo gréfico tridimensional

Cranial

Caudal

Legenda: A—C: Imagens de microscopia por ressonancia magnética de um embrido com o tubo neural se fechando.
Dez pares de somitos séo reconheciveis. A estrutura semelhante a uma bola no lado ventral do embrido
¢ o0 saco vitelinico. D-E: modelos de reconstrucao gréafica em 3D do embrido mostrado em A-C.
Fonte: Yamada, 2006 (1).
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Este processo é biologicamente complexo e eventuais falhas na elevacéo e fuséo das
pregas neurais podem causar os defeitos do tubo neural (DTN), que correspondem as
malformacdes congénitas mais comuns do sistema nervoso central (3,4).

A etiologia dos distarbios do tubo neural é multifatorial, incluindo aspectos
comportamentais (5), nutricionais (6), infecciosos (7), genéticos e ambientais (8). A incidéncia
global dos DTN é descrita em 1/1.000 (9) embora existam variacdes regionais importantes;
como na China cujas taxas na regido Nordeste foram 1/200 enquanto na regido Sul foi de
1/1.000. Esta incidéncia foi reduzida com a suplementacdo com &cido félico para mulheres que
desejavam engravidar; no Nordeste o indice reduziu para 1/1.000 e na regido Sul baixou para
0,6/1000. Com a dose diaria proposta de 400 microgramas, desde os 30 dias antes da concepg¢éo
até o final do primeiro trimestre, a literatura estima reducao de 72% do risco de DTN (10,11).

Estas disrafias podem variar em termos de gravidade e sitio do acometimento. Quatro
tipos principais de DTN sdo encontrados no nivel craniano e espinhal: (1) a placa neural
permanece aberta (anencefalia e mielosquise, respectivamente); (2) a exteriorizacdo do tubo
neural (encefalomeningocele e mielomeningocele); (3) exteriorizacdo apenas de meninges
(meningoceles cranianas e espinhais); e (4) apenas um defeito esquelético sendo evidente
(cranium bifidum occultum e spina bifida occulta) (12).

Os DTNs craniais podem ser classificados desde o tipo I, em que o tubo neural é aberto
na parte frontal da cabeca (expondo o prosencéfalo e o telencéfalo), até o tipo VI que descreve
o disrafismo total, expondo cérebro e medula espinhal (Fig. 2) (13). A exposi¢do continua do
da placa neural e de por¢des encefalicas ao liquido amnidtico causa degeneracdo tecidual,
cursando com a anencefalia, a forma mais grave dos DTN, cujo desfecho mais comum € a
natimortalidade (14).

Ainda que alguns fetos possam nascer vivos e com um tronco cerebral rudimentar, sdo
incapazes de possuir consciéncia ou de sentir dor, permanecendo somente com agoes reflexas,
como respiracao e, ocasionalmente, respostas ao toque; estes recém-nascidos anencefalicos néo
sdo viaveis ou trataveis e suas sobrevivéncias sdo, geralmente, medidas em horas e, raramente,
em dias (15,16).

A prevaléncia global estimada da anencefalia é de 3 para 10.000 nascimentos, embora
variacgdes regionais possam ocorrer (6). Nos Estados Unidos, entre 2004 e 2006, a prevaléncia
de anencefalia foi de 0,55 por 10.000 nascidos vivos e, considerando 0s nascidos Vivos,

natimortos ou abortados o indice chegava a 2,54 por 10.000 (4).
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Figura 2 — Classificagdo dos DTNs cranianos em embrides humanos

Legenda: A) tipo I: o tubo neural é aberto na parte frontal da cabeca; B) tipo Il: o tubo neural esta aberto em a
regido parietal; C) tipo Ill: o neural o tubo esta aberto sobre o quarto ventriculo; D) tipo IV: o tubo
neural esta aberto sobre o mesencéfalo para o rombencéfalo; E) tipo V: o tubo neural é aberto desde a
parte frontal da cabeca até a regido cervical; F) tipo VI: disrafismo total, envolvendo toda a extensdo do
encéfalo e da medula espinhal.

Fonte: Nakatsu, 2000 (13).

A exposi¢do ao liquido amnidtico causa danos irreversiveis ndo apenas ao cortex
cerebral, mas também ao hipotalamo. Deste modo, a conexdo desta estrutura com a hipofise
pode ser prejudicada levando a efeitos secundarios em outros érgdos e sistemas a exemplo do
o trato urinario, incluindo os rins e sistema coletor (17,18), ureteres (19) e bexiga (20).

Os fetos humanos tipicos tém neurdnios em seus cérebros que produzem GnRH ja ao
término do primeiro més de gravidez (21). Em resposta a estimulos de pré-hormonios
hipotaldmicos, a adeno-hipdéfise (Fig. 3) secreta nove hormonios: a corticotropina (ACTH), que
faz com que o cortex adrenal secrete hormonios corticosteroides; o hormdnio do crescimento
(GH); o hormonio foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH) que interagem

para regular a fungdo das gonadas; a prolactina (PRL) responsavel pela sintese de leite nas
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glandulas mamérias; o hormonio tireotropico (TSH) que estimula a glandula tireoide a secretar
tiroxina; a lipotropina (LPH) que afeta 0 metabolismo da gordura; o horménio estimulante de
melanoforos (MSH) que estimula a sintese de melanina nas células pigmentares e opidides

(endorfinas e encefalinas) que promovem o controle da dor (22).

Figura 3 — Sinalizagdo hormonal relacionados ao eixo hipotadlamo-hipofisario
Hipotialamo

/

Adeno-hipéfise

\ Opidides ———
GH
( LPH
‘| —— ACTH —
~= = MSH
PRL | \
LH
EiH Cortex
TSH :
} Adrenal
\ B
5‘«5}} Células Células |
W : \ ; ; : Pigmentares adiposas ( \
Glandulas Ovarios \ / Tireoide R |
mamarias Testiculos i
l \ Dor
’_( '
Nervos
Progesterona, estrogenos Testosterona Tiroxina Corticoides Crescimento

Legenda: GH = hormdnio do crescimento; LPH = lipotrofina; ACTH = horm6nio adrenocorticotréfico; MSH =
hormonio estimulante de melanéforo; TSH = horménio tireoestimulante; FSH = horménio foliculo
estimulante; LH = horménio luteinizante; PRL = prolactina

Fonte: Modificado de Jones, 2014 (22).

A hipdfise tem dois lobos e se conecta ao hipotdlamo na base do cérebro. O lobo
posterior é chamado neuro-hipéfise e o anterior ou adeno-hipofise. Durante o desenvolvimento
embrionario, a adeno-hipdfise se forma a partir de uma invaginagdo ectodérmica do
estomatodeu, a cavidade oral embrionaria que mais tarde se torna o palato. Essa invaginagéo de
células ent&o se estende em diregédo a neuro-hipdfise que cresce a partir do cérebro embrionario
(23).

No desenvolvimento hipofisario, a diferenciacéo celular do lobo anterior € inicialmente
identificada pelas celulas corticoticotropicas, que tém imunorreatividade fetal de
adrenocorticotropina (ACTH) na 62 semana, seguido das células somatotropicas (24,25). A
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producdo de gonadotrofinas é percebida por volta das 9 semanas pos-concepcéo, sendo possivel
demonstrar a liberacdo destes sinalizadores na circulacdo fetal no inicio do segundo trimestre
em concomitancia com o periodo da diferenciacdo dos 6rgaos genitais (26,27). Mas para isto,
ao final do primeiro trimestre o desenvolvimento normal destes grupos celulares exige a
presenca de um cérebro intacto (28).

Estudos evidenciaram que o numero e o tamanho das células corticotrdpicas e
gonadotrépicas eram inferiores em fetos anencefalicos, indicando que estes individuos séo
deficientes em GnRH hipotaldamico (28-31). A relevancia do hipotdlamo na manutencdo e
proliferacdo daquelas células é percebida, nas alteraces do desenvolvimento de seus 6rgaos-
alvo (32).

A exemplo da adrenal cuja hipoplasia em fetos anencefalicos (33-35) poderia justificar
os distarbios do desenvolvimento genital uma vez que sua cortex é responsavel pela sintese de
horménios virilizantes (36,37). Essa ultima relacdo seria mais assertiva para fetos masculinos,
pois acredita-se que os ovarios fetais ndo desempenhem um papel relevante na diferenciacéo
do sexo feminino uma vez que secretam pouco estrogénio (38).

Aguela racionalidade de causa-efeito entre a anencefalia e os distarbios do
desenvolvimento urogenital masculino foi questionada em literatura. Carvalho et al., utilizando
técnicas histoldgicas e de imunomarcacao, concluiram que anencefalia ndo promove alteraces
estruturais no pénis fetal quando comparado ao grupo de fetos normais (39). Ao avaliar o
volume prostatico, Pires e colaboradores ndo observaram diferencas estatisticamente
significativas para o volume prostatico na comparacéo de fetos com anencefalia e fetos normais,
embora tenham-na para os volumes testiculares entre os grupos (37,40).

Ao resgatarmos dados epidemioldgicos quanto a distribuicdo da anencefalia entre os
géneros, observamos que existe uma ocorréncia trés a quatro vezes maior desta condicdo em
fetos femininos (41); ainda assim, as publicacdes sobre as implicacfes da anencefalia no
sistema reprodutor destes individuos sao raras.

Em estudo da genitdlia externa, Vieiralves et al. ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas para as medidas do clitéris e da distancia anogenital entre os
grupos; embora isto tenha sido observado em outros pardmetros como o comprimento do
introito vaginal, a distancia entre clitoris-anus, e a distancia do introito vaginal aos grandes
labios, que foram menores para os fetos anencefalicos; por outro lado, a largura do introito
vaginal neste grupo foi maior (42). Quando estudaram a vagina de fetos anencefalicos em

comparagdo aos fetos normais, Ribeiro-Julio e colaboradores ndo encontraram diferengas
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estatisticamente significativas para o comprimento e largura da vagina, mas perceberam que
estes parametros tém uma menor tendéncia de crescimento entre os fetos anencefalicos durante
0 segundo trimestre gestacional (43).

A busca por dados sobre a correlagdo entre anencefalia e a estrutura uterina do feto,
identifica a notavel escassez de publicagcdes no tema e, nos poucos manuscritos encontrados
observamos a auséncia de analise estatistica comparativa, o que reforca a necessidade de uma

investigacdo mais recente e abrangente sobre o0 assunto.

Determinacéo da idade embrioldgica e fetal

Os termos utilizados no cotidiano para descricdo da idade de um concepto sao alvos de
debate no campo da embriologia e medicina fetal. A descricdo em semanas gestacionais é
considerada a partir do primeiro dia do ultimo periodo menstrual; entretanto o uso de dados
menstruais € pouco assertivo e gravemente limitado (44).

Embora seja conveniente utilizar a data da ultima menstruacdo para estimar o tempo de
gravidez, é notavel que este calculo é falacioso ja que os intervalos menstruais podem nao
representar a idade do concepto. O’Rahilli & Muller consideram que o termo “idade
gestacional” seja ambiguo e por isto deveria ser descartado (45); deste modo, descreveremos a
idade embrioldgica ou a idade fetal consideradas em semanas p6s-concepgao.

O periodo embrionario compreende desde o momento da fertilizacdo até a oitava
semana pds-concepcao. Durante este intervalo cerca de 90% das mais de 4.500 estruturas
nomeadas do corpo adulto ja estardo presentes. O estudo da embriologia ex-vivo, feito através
da apreciacdo de vasta gama de caracteristicas internas e externas passiveis de mensuracdo
direta permitiu a estratificacdo do desenvolvimento do embrido dentro dos 23 estagios de
Carnegie (Fig. 4). Na pratica clinica, ao utilizarmos caracteristicas externas mensuraveis e
achados ultrassonograficos, podemos inferir sobre a idade embriolégica e correlaciona-la com

0s estagios de Carnegie (45,46).
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Figura 4 — Estagios de Carnegie — Colecdo da Universidade de Kyoto
€ Kyoto Human Embryo - Carnegie Stages
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Legenda: Estagios de desenvolvimento de Carnegie nomeados de 1 a 23 compreendem desde a fertilizagdo até 8
semanas completas. Os embriGes sdo mostrados em uma visao lateral esquerda e foram dimensionados
para comparacdo direta do tamanho geral e crescimento. A barra de escala é de 5 mm.

Fonte: Hill, 2012 (46).

Para que a estimativa da idade seja feita, alguns comprimentos do embrido podem ser
medidos: diametro maximo do saco coridnico, 0 comprimento vértice-coccix, 0 comprimento
da vértice-calcaneo, o diametro biparietal, a circunferéncia da cabeca, o comprimento do
rombencéfalo, o comprimento total do cérebro, o maior comprimento exclusivo dos membros
inferiores, e 0s comprimentos dos membros como bem como de seus segmentos. Tudo isto
tornou-se consideravelmente mais preciso quando métodos refinados de datacdo da fertilizacédo
foram combinados com a ultrassonografia (47,48).

O periodo fetal inicia na 9% semana pds-concep¢do, quando 0s 6rgaos e sistemas estdo
formados; a partir deste momento, ocorreré crescimento menos pronunciado e sem mudancas
abruptas como no embrido.

Neste sentido, outras medidas possiveis representam formas auxiliares para a estimativa
da idade fetal; a exemplo, a curva de crescimento do comprimento renal (49). Em estudo com
amostras frescas obtidas por dilatagdo e aborto por evacuacdo Hern aferiu os pardmetros
convencionalmente utilizados para determinacdo da idade fetal e observou que o tamanho do

pé tem especial correlacdo com a idade fetal (50).
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O célculo da idade fetal padréo é feito pelo tamanho do maior pé, medido do calcanhar
ao até a ponta do maior dedo ao longo da face plantar. Mercer et al. avaliaram este método em
ultrassonografia pre-natal e apontam que esta mensuracéao tem lugar de destaque quando outros
pardmetros ndo permitem o uso assertivo dos pontos antropométricos como quadros de
anencefalia, displasia de membros ou bacia (51). Em concordancia com os achados anteriores
Mhaskar e colaboradores demonstraram que o comprimento médio do pé aferido em
ultrassonografia correspondeu favoravelmente com dados de espécimes formolizados descritos
em 1920 por Streeter (52,53).

Embriologia uterina e genital

As modificagdes no desenvolvimento do trato reprodutivo feminino resultam da
perturbacdo dos mecanismos morfogenéticos normais e de seus mecanismos moleculares
subjacentes; quando a diferenciacdo daquelas estruturas fetais ndo ocorre de maneira
orquestrada, as anomalias congénitas resultantes podem comprometer a forma e a
funcionalidade tanto do trato urinario como do reprodutor.

As caracteristicas sexuais comecam a se desenvolver a partir da 72 semana de gestacao.
Antes disso, ocorre 0 desenvolvimento sexual indiferenciado. Durante este estagio, dois pares
de ductos genitais (de Muller e de Wolff) se formam em ambos os sexos. O ducto pronéfrico
cresce caudalmente e atinge a cloaca (54).

Apds a degeneracao destes pronéfrons, suas porcdes caudais permanecem como dutos
de Wolff, que se desenvolverdo como sistema reprodutor masculino caso a determinacdo do
sexo cromossdmico, inclua a presenca do cromossomo Y (55). Neste caso a manifestacdo do
gene SRY (Sex-Determining Region Y) inclui a a¢do do “fator testiculo determinante” (FDT)
sobre a gbnada indiferenciada, as células de Sertoli do entdo testiculo fetal produzem o fator

anti-Mulleriano, que inibe a diferenciacdo sexual feminina (Fig. 5).
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Figura 5 — Modificacdes das estruturas mesonéfricas e paramesonéfricas
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Legenda: A) Formagdo do ducto de Wolff (mesonéfrico), que por 24 dias cresceu
caudalmente para se juntar & cloaca. Com 5-6 semanas, 0s ductos
paramesonéfricos (Mullerianos) aparecem como invaginagdes do epitélio
celomico. B) Com 7 semanas, os ductos paramesonéfricos cresceram
caudalmente em direcdo ao seio urogenital. C) Subsequentemente, as 8
semanas, a abertura dos ductos paramesonéfricos na cavidade celémica é
fimbriada e, com o crescimento posterior, atingem o seio urogenital,
enquanto os ductos de Wolff degeneram.

Fonte: Modificado de Cunha et al. 2018 (56).

Considerando um feto geneticamente XX sem outras mutages, a historia natural do
desenvolvimento daquelas estruturas ambiguas culminaria no surgimento inicial do ovério e
das estruturas derivadas dos canais paramesonéfricos, os ductos de Miller e seguido das
estruturas da genitalia externa feminina. Entre os elementos que formam a genitélia externa
estdo o tubérculo genital, primordio do clitéris, bem como as pregas urogenitais e as eminéncias

labio-escrotais que correspondem, respectivamente, aos pequenos e grandes labios (Fig. 6) (57—
59).
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Figura 6 — Ontogenia genital do feto humano

Human Fetal Genital Ontogeny:
Macroscopic and Scanning Electron Microscopy

B) Penis &

14<

C) Clitoris @ ‘ ‘ f‘

Legenda: Macroscopia e microscopia eletrdnica do pénis fetal humano (linhas A e B) e do clitéris humano (linhas
C e D) entre a 8'e 162 semanas pds-concepcdo. As pontas de seta azuis indicam a marca epitelial
(pequenas pontas de seta vermelhas nas imagens de microscopia). As setas amarelas indicam o avanco
do meato uretral em fetos masculinos. Observe a fusdo progressiva das dobras uretrais nas amostras
penianas para formar a uretra masculina (linhas A e B, pontas de seta amarelas) em contraste com o
vestibulo bem aberto apresentando um sulco na amostra feminina (linha D, pontas de seta laranja). As
pequenas pontas de seta brancas nas imagens de microscopia denotam a juncgdo entre a glande, a haste
peniana/clitoriana e o pequenas pontas de seta azuis a rafe mediana.

Fonte: Baskin, 2020 (59).

O conhecimento sobre o desenvolvimento uterino é usualmente baseado em cortes com
hematoxilina e eosina, entretanto, avancos recentes com estudos imuno-histoquimicos
permitiram novas observacdes sobre o desenvolvimento daquele 6rgéo e de suas tubas uterinas.

Estas estruturas tomam seus aspectos iniciais entre a 10% e a 202 SPC. Com excecao da
vagina, a maior parte do trato reprodutivo feminino € derivada dos ductos dos ductos
paramesonéfricos, ou de Miuller, que se fundem na linha média para formar o canal

uterovaginal, o precursor do corpo uterino e do colo uterino (Fig. 7).



22

Figura 7 — Desenvolvimento do trato genital feminino
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Legenda: A) Fusédo dos ductos paramesonéfricos (seta maior) com o bulbo seio-vaginal (seta
menor); B) formacdo da vagina e C) aspecto final da genitalia feminina apés o
término da canalizacdo do Utero e da vagina.

Fonte: Favorito, 2021 (60).

Com a migracdo do ovario, as duas primeiras por¢6es originam a tuba uterina e a por¢ao
distal fusionada forma o canal uterino (Fig. 8). Na regido da unido dos ductos paramesonéfricos
com o seio urogenital se desenvolve uma condensacéo tecidual chamada de bulbo sinovaginal.

O uso dos marcadores PAX2 (reativo com epitélio milleriano) e FOXAL (reativo com
epitélio do seio urogenital e seus derivados pélvicos conhecidos) reforcam a ideia de que o
epitélio vaginal humano deriva exclusivamente do epitélio urogenital sinusal.

Marcadores de diferenciacdo epitelial e mesenquimal sdo descritos durante o
desenvolvimento do trato reprodutivo feminino humano e se expressam de forma dinamica
temporal e espacial, a exemplo queratinas, proteinas homeobox (HOXA11 e ISL1), fatores de
transcricdo e moléculas sinalizadoras (TP63 e RUNX1) e receptores de esteroides (receptor de
estrogénio alfa e receptor de progesterona). Os receptores de progesterona podem
eventualmente ndo ser detectaveis no epitélio do corpo uterino entre a 9-212 SPC (56).
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15 SPC

22 SPC

Legenda: SPC = semanas p6s-concepcdo. Ocorre aumento de tamanho e complexidade morfoldgica com o tempo
e que os pontos de referéncia que distinguem o corpo uterino, o colo do Utero e a vagina sdo sutis.
Espécimes de 9, 10, 11, 13 e 15 SPC permitem a visualizac8o da organizagdo interna (epitelial) em
regifes ndo muito espessas. A amostra de 10 SPC é apresentada em ampliacfes baixas e altas. As setas
vermelhas demarcam o epitélio que define o Ilimen da tuba uterina. As setas verdes definem o epitélio
que reveste o Gtero. Os tamanhos relativos dos especimes ndo sdo exatos, mas aumentam com a idade.

Fonte: Robboy, 2017 (61).

Entre a 102 e a 20 semana, o bulbo sinovaginal se desenvolve em dire¢do ao perineo
fetal, separando a vagina em desenvolvimento da uretra. Neste periodo, ocorre a canalizacéo da
vagina. Os dois tercos proximais da vagina sdo derivados dos ductos paramesonéfricos,
enguanto o terco distal tem origem no seio urogenital.

Compreendendo que sinalizadores moleculares hormonais e nervosos estdo
relacionados com o desenvolvimento do uterino, a hipdtese deste estudo é de que podem existir
diferencgas na organogénese do utero de fetos humanos relacionadas com a anencefalia.
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1 OBJETIVO

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a morfometria do Utero quanto ao comprimento e
largura em fetos humanos normais e anencefalicos, fornecendo uma anélise descritiva de

acordo com pardmetros antropometricos.

Objetivos especificos

a) Correlacionar o comprimento e a largura uterina com a idade, peso e o
comprimento vértice-coccix no grupo de fetos normais;

b) correlacionar o comprimento e a largura uterina com a idade, peso e o CVC
no grupo de fetos anencefalicos;

c) realizar a analise comparativa dos achados comprimento e a largura uterina

entre os grupos de fetos normais e fetos anencefalicos.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

O presente estudo teve carater descritivo e transversal, no qual foram estudados fetos
humanos femininos, com idade fetal entre 12-22 semanas p6s-concep¢édo, no laboratério de

anatomia.

Comité de ética

O projeto de pesquisa previamente ao inicio do estudo foi submetido a Plataforma Brasil
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario
Pedro Ernesto (anexo 1: CEP/HUPE — IRB: 4.088.773, CAAE: 31780419.0.0000.5259), em
conformidade com o convénio e o termo de doagao de fetos entre o Instituto Fernandes Figueira
e a Universidade do Estado do Rio de Janeiro (anexo 2). A pesquisa foi inteiramente conduzida
na Unidade de Pesquisa Urogenital do Centro Biomédico da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro.

Amostra

Foram estudados 34 fetos do sexo feminino (22 normais e 12 anencefalicos), com idades
entre 12 e 22 semanas apods a concepcdo (SPC) e peso menor que 500g. Os espécimes entregues
ao laboratorio de Pesquisa Urogenital da UERJ foram acondicionados em solucgéo de formol
10% em contéiner adiafano lacrado. Apds a abertura dos contéineres os fetos foram limpos,
identificados e analisados quanto aos seus aspectos morfolégicos externos. Todos estavam em
bom estado de conservagdo. Nenhum dos fetos estudados teve morte relacionada ao aparelho

urogenital e foram alocados de acordo com a caracteristica de anencefalia ou normalidade.
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Avaliacéo da antropometria fetal

Imediatamente antes da disseccdo, os fetos foram avaliados quanto comprimento
vertice-cdccix (em centimetros), tamanho do pé (em milimetros) e peso (em gramas). Todos 0s
dados foram coletados entre julho de 2019 e marco de 2021. O mesmo observador aferiu todas
as medidas.

Conforme apresentado na Figura 9, para essas mensuragdes foram utilizados:

a) paquimetro digital de 0,01cm de precisdo (Zaas) para a medida do pé;
b) fita métrica para tamanho comprimento vértice-céccix (CVC) e

c) balanca digital de precisao de 1,0g para o peso.

Figura 9 — Biometria fetal

Legenda: Demonstracédo dos principais parametros biométricos fetais. (A) comprimento do pé; (B) peso (C)
comprimento veértice-coccix.
Fonte: O autor, 2023.
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A idade fetal foi determinada em semanas pos-concep¢do (SPC), de acordo com o
critério do comprimento do maior pé (desde o calcanhar até a extremidade do dedo mais
proeminente, 1° ou 2° dedo). Foram feitas trés medidas de cada um dos pés, direito e esquerdo,
utilizando paquimetro de precisdo em milimetros (mm). O pé com a maior média seria utilizado

para a determinacéo da idade fetal (50-53).

Obtencdo e analise das amostras

O acesso a cavidade foi feito por incisdo subcostal bilateral (Fig. 10.A); abdome e pelve
foram cuidadosamente dissecados sob magnificagdo com microscépio Zeiss Discovery V8a,
com aumento de 16x/25x. Os colons direito e esquerdo foram rebatidos medialmente para
exposicdo do espaco retroperitoneal. A pelve foi extraida em bloco, incluindo o trato
geniturinario, e acondicionada com solucéo de formol 10% em recipiente vedado e etiquetado.
O material foi catalogado de acordo com o grupo, idade gestacional e data da dissecc¢éo para
posterior microdisseccédo da pelve (Fig. 10.B).

Figura 10 — Disseccdo e microdisseccdo em laborat6rio

Legenda: (A) Apresentacdo da cavidade abdominal por incisdo subcostal
bilateral. (B) Laboratério de microdissec¢ao utilizando Zeiss
Discovery V8a.

Fonte: O autor, 2023.
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A pelve fetal foi dissecada sob microscopia para identificar e expor os 06rgédos
urogenitais e individualizacdo dos tratos genital e urinario. Todos os fetos foram dissecados
pelo mesmo pesquisador, com experiéncia pratica em microcirurgia. Para esta finalidade foi
empregado o microscopio Zeiss Microscope Discovery V8 (lente estereoscOpica com
ampliacdo de 16/25X), sempre nas mesmas condi¢des e apds dissec¢do completa das estruturas,
as fotografias foram capturadas por cadmera acoplada ao aparelho (Zeiss Axiocam 506 Color,
camera de microscopio de 6 megapixels), e armazenadas em banco de dados em arquivo TIFF
(Fig. 11).

Figura 11 — Aspecto do bloco urogenital feminino apés microdissec¢ao

Legenda: Estruturas pélvicas dissecadas: (A) trato geniturinério inferior com a vulva ainda a ser dissecada. Foi
identificado o Utero (ponta da seta), a bexiga (seta) e a uretra (asterisco); (B) a imagem mostra o Utero
e a vagina a esquerda, e a bexiga e uretra a direita (com o restante da vulva a ser dissecado).

Fonte: Modificada do arquivo pessoal do orientador, Prof. Dr. Luciano Alves Favorito, 2020 (62).

O software Image J, versdo 1.46r, permite a leitura das imagens em arquivo TIFF e
assim a afericdo dos didametros uterinos em interesse. O mesmo observador fez todas as medidas
e os dados foram expressos também em milimetros.

Ao calcular as dimensdes do Utero, assumiu-se que seu comprimento correspondendo a
distancia do colo ao fundo e que sua largura como equivalente a distancia entre as junc¢des Utero-
tubarias (Fig. 12).
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Figura 12 — Afericdo das medidas uterinas

l
Legenda: (A) Desenho esquematico dos 6rgdos femininos mostrando os padrdes métricos usados para medir a
largura do Utero (1) e o comprimento do Utero (2) e (B) os érgdos genitais de um feto feminino com 18
semanas pos-concepcional, ap6s a dissec¢do com o auxilio do microscépio.
Fonte: O autor, 2023.

Os dados de comprimento e largura uterina foram normalizados para o peso fetal em

cada grupo, criando duas variaveis, conforme formulas 1 e 2.

Varl = Comprimento do ttero x 100 (1)
Peso fetal

Var2 = Lareura do titero x 100 5
Peso fetal (2)
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ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados coletados foram tabulados em arquivo CSV. Para andlise estatistica foi
empregado o aplicativo SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) v.13.0.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. Uma vez
que a hipdtese de normalidade foi rejeitada, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar
a significancia estatistica das diferencas entre os grupos normal e anencefélico.

O nivel de significancia inicialmente considerado em 5% foi ajustado pela corre¢édo de
Bonferroni, resultando em p < 0,0071(63).

Para a medida da relacdo linear entre varidveis continuas aleatorias foram realizados
testes de correlacdo Pearson e para a analise de regressdo multipla foi utilizado o teste ANOVA
entre os parametros uterinos encontrados, os grupos estudados (normal e anencefélicos) e os
dados antropomeétricos fetais: idade, CVC e peso.

O coeficiente de correlacéo (p) foi calculado e a forca da correlacéo foi considerada de
acordo com o0 modulo do coeficiente (|p|), permitindo a estratificagdo da seguinte forma: muito
forte (1,0 <|p| < 0,9), forte (0,9 <|p| < 0,7), moderada (0,7 <|p| < 0,5), fraca (0,5 <|p| < 0,3) ou
desprezivel (|p| < 0,3)(64-66). Para a avaliacdo da propor¢do em que a variacdo das medidas
uterinas pode ser explicado pelo modelo (ou pelo conjunto das variaveis independentes) foi
empregado o coeficiente de determinacéo, calculado elevando o valor de p ao quadrado (r?)
(67,68).

A colinearidade dos dados foi avaliada de acordo com a tolerancia e com o fator de
inflacdo de variancia (FIV). Uma alta tolerancia indica pouca colinearidade, e valores de
tolerancia préximos de zero indicam que a variavel é quase totalmente explicada pelas outras
variaveis. Valores de FIV pequenos indicam baixa colinearidade e valores superiores a 10

indicam elevada colinearidade.
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RESULTADOS

Durante a avaliagdo macroscopica dos individuos, entre os fetos normais, ndo foram
evidenciadas quaisquer alteragdes morfoldgicas; entre os fetos anencefalicos, ndo foram
identificadas outras disgenesias que ndo exclusivamente a anencefalia. Todos os dados aferidos
dos 34 fetos do grupo controle e fetos anencefalicos foram agrupados na Tabela 1.

Os parametros de medida central (média e mediana), o desvio padréo e intervalo de
confianca dos dados morfométricos aferidos estdo apresentados na tabela 2, para fetos normais
e tabela 3 para fetos anencefalicos. O resultado das analises comparativas das medianas aferidos
pelo teste de Mann-Whitney séo apresentadas na tabela 4.

O peso dos fetos variou de 22 a 248g, a mediana do grupo normal foi de 141g e entre 0s
anencefalicos foi de 32g, esta diferenca foi estatisticamente significativa (p-valor 0,0017). O
comprimento cérvice-coccix (CVC) dos fetos variou de 7 a 20cm; no grupo de fetos normais a
mediana foi de 12,75cm e entre os anencefalicos foi de 8 cm, uma diferenca estatisticamente
significativa (p-valor 0,0015).

A idade fetal variou de 12 a 22 semanas pds-concepc¢do (SPC; com mediana de 17,15
SPC entre fetos normais e 15,40 SPC entre os anencefalicos; esta diferenca ndo foi significante
estatisticamente (p-valor 0,0819).

Ao analisarmos os didmetros uterinos, identificamos variacdo da largura entre 1,71 e
6,36 milimetros (mm), com mediana de 3,71mm para o grupo de fetos normais e 2,39mm para
os fetos anencefalicos. Para o comprimento a variacao foi de 1,99 a 6,48mm com mediana de
3,71mm entre fetos normais e 3,38mm no grupo de fetos anencefalicos. Nao identificamos
diferencas com significancia estatistica entre os grupos; com p-valor para na analise de
comprimento de 0,6004 e para largura de 0,1487.

O comprimento uterino corrigido para o peso fetal (Varl) apresentou minimo valor de
0,79 e 0 maximo valor de 19,43. Para o grupo de fetos normais, a mediana foi 2,16 e no grupo
de fetos anencefélicos foi de 5,51; diferenca estatisticamente significativa (p-valor 0,0046). A
largura uterina corrigida para o peso fetal (\Var2) apresentou minimo valor de 1,08 e 0 maximo
valor de 16,68. Para o grupo de fetos normais, a mediana foi de 2,44 e no grupo de fetos

anenceféalicos foi de 9,21; uma diferencga estatisticamente significativa (p-valor 0,0013).
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Tabela 1 — Tabela dos dados morfométricos dos fetos analisados em estudo

Grupo Idade Peso CVC Comprimento Largura Varl Var2
(SPC) (9) (cm)  uterino (mm) uterina (mm)

Normal 12,90 58 9,00 2,02 1,99 3,48 3,43
Normal 13,60 100 12,00 2,87 2,58 2,87 2,58
Normal 13,80 76 11,50 2,10 2,65 2,76 3,49
Normal 14,50 100 12,50 2,21 2,49 2,21 2,49
Normal 14,90 196 14,00 3,32 4,16 1,69 2,12
Normal 15,10 122 12,00 2,13 3,51 1,75 2,88
Normal 15,20 124 15,00 2,10 2,96 1,69 2,39
Normal 16,60 198 17,00 2,92 3,42 1,47 1,73
Normal 16,70 134 11,00 2,61 2,55 1,95 1,90
Normal 16,80 78 9,50 3,21 3,18 4,12 4,08
Normal 16,80 140 12,50 3,56 5,33 2,54 3,81
Normal 17,50 142 12,50 5,45 3,74 3,84 2,63
Normal 17,50 344 19,00 6,36 7,91 1,85 2,30
Normal 17,70 144 13,00 6,03 5,66 4,19 3,93
Normal 17,90 30 7,50 2,86 4,64 9,563 15,47
Normal 18,60 306 17,00 2,42 4,14 0,79 1,35
Normal 18,70 78 11,00 2,92 3,46 3,74 4,44
Normal 19,20 196 16,50 3,20 4,07 1,63 2,08
Normal 20,10 262 18,00 5,99 3,68 2,29 1,40
Normal 21,50 326 20,00 5,49 4,07 1,68 1,25
Normal 21,70 252 17,00 5,32 4,63 2,11 1,84
Normal 22,60 348 19,50 1,00 3,75 0,29 1,08
Anencefalico 12,30 30 7,50 1,91 2,54 6,37 8,47
Anencefalico 12,30 30 8,00 2,09 3,16 6,97 10,53
Anencefalico 13,60 46 10,00 1,88 4,68 4,09 10,17
Anencefalico 14,00 22 7,00 3,58 3,67 16,27 16,68
Anencefalico 14,30 76 10,50 2,21 2,52 2,91 3,32
Anencefalico 14,50 30 8,00 1,71 2,08 5,70 6,93
Anencefalico 16,30 34 8,00 1,81 4,22 532 12,41
Anencefalico 16,50 136 14,00 2,57 3,60 1,89 2,65
Anencefalico 17,60 28 7,50 5,44 2,79 19,43 9,96
Anencefalico 18,00 188 12,50 4,46 6,48 2,37 3,45
Anencefalico 18,30 24 8,00 4,17 2,88 17,38 12,00
Anencefalico 18,60 315 16,00 3,86 5,13 1,23 1,63

Legenda: SPC = semanas pos-concep¢ao; g = gramas; CVC = comprimento vértice-coccix; cm = centimetros; mm
= milimetros; Varl= comprimento do Gtero (mm)/peso (g) x 100; Var2= largura do Gtero (mm)/peso
(9) x 100.

Fonte: O autor, 2023.
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Tabela 2 — Sumario dos dados morfométricos dos 22 fetos normais

Dados morfométricos (Min-Max) Média Mediana DP IC 95%
Idade (SPC) (12,90-22,60) 17,27 17,15 2,65 16,15-18,38
Peso (Q) (30,00-348,00) 170,64 141,00 97,07 130,07-211,20
CVC (cm) (7,50-20,0) 13,95 12,75 3,58 12,46-15,45
Largura uterina (mm) (2,02-6,36) 3,59 3,06 1,46 2,97-4,20
Comprimento uterino (mm) (1,99-7,91) 3,84 3,71 1,27 3,30-4,39
Varl (0,79-9,53) 2,69 2,16 1,81 1,94-3,45
Var2 (1,08-15,47) 3,12 2,44 292 1,90-4,34

Legenda: SPC = semanas pos-concepcéo; g = gramas; CVC = comprimento vértice-coccix; cm = centimetros; mm
= milimetros; Varl= comprimento do Utero (mm)/peso (g) x 100; Var2= largura do Gtero (mm)/peso
(g) x 100; DP = desvio padrdo; Min = minimo; Mé&x = maximo; IC 95% = intervalo de confianga 95%.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 3 — Sumario dos dados morfométricos dos 12 fetos anencefalicos

Dados morfométricos (Min-Max) Média Mediana DP IC 95%
Idade (SPC) (12,30-18,60) 15,52 15,40 2,30 14,22-16,83
Peso (g) (22,00-315,00) 79,92 32,00 90,46 28,73-131,09
CVC (cm) (7,00-16,00) 9,75 8,00 2,94 8,08-11,41
Largura uterina (mm) (1,71-5,44) 2,97 2,39 1,27 2,26-3,69
Comprimento uterino (mm) (2,08-6,48) 3,65 3,38 1,29 2,92-11,14
Varl (1,22-19,43) 7,49 5,51 6,44 3,85-11,14
Var2 (1,63-16,68) 8,18 9,21 4,66 5,55-10,82

Legenda: SPC = semanas pds-concepcado; g = gramas; CVC = comprimento vértice-coccix; cm = centimetros; mm
= milimetros; Varl= comprimento do Utero (mm)/peso (g) x 100; Var2= largura do Gtero (mm)/peso
(9) x 100; DP = desvio padrdo; Min = minimo; Méax = méaximo; IC 95% = intervalo de confian¢a 95%.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 4 — Comparacdo das medianas entre 0s grupos pelo Teste de Mann-Whitney

Dados morfométricos Fetos normais Fetos anencefélicos  p valor
Idade (SPC) 17,15 15,40 0,0819
Peso (g) 141,00 32,00 0,0017*
Comprimento cérvix-coccix (cm) 12,75 8,00 0,0015*
Largura uterina (mm) 3,06 2,39 0,1487
Comprimento uterino (mm) 3,71 3,38 0,6004
Varl 2,16 5,51 0,0046
Var2 2,44 9,21 0,0013

Legenda: SPC = semanas pos-concep¢ao; g = gramas; CVC = comprimento vértice-coccix; cm = centimetros; mm
= milimetros; Varl= comprimento do Gtero (mm)/peso (g) x 100; Var2= largura do Gtero (mm)/peso
(9) x 100

Fonte: O autor, 2023.
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A sumula dos resultados comparativos nos quais foram empregados o teste de Mann-
Whitney e considerando o nivel de significancia padrdo ndo ajustado (p-valor 0,05), ha
diferenca estatisticamente significante entre os grupos normal e anencefalico, com relacéo as
seguintes variaveis:

e Peso (g) (p =0,0017);

e CVC (cm) (p =0,0015);
e Varl(p=0,0046)e

e Var2 (p=0,0013).

Considerando o nivel de significancia submetido a Correcao de Bonferroni (p = 0,05 +
7 =0,0071), a comparacdo das medianas se mantiveram estatisticamente significativas entre 0s
grupos. A matriz de correlacdes entre os parametros do grupo normal esta disposta na tabela 5

e para o grupo de fetos anencefalicos esta apresentada na tabela 6.



Tabela 5 — Matriz de correlagdes das variaveis estudadas para os fetos normais
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Idade Peso CcvC Comp. Larg. Var 1 Var 2
Uterino Uterina

Idade P 1 0,684™ 0,631™ 0,592 0,399 -0,102 -0,107
p-valor 0,000 0,002 0,004 0,066 0,650 0,634
Peso P 0,684™ 1 0,941™ 0,572 0,500  -0,603"  -0,547"
p-valor 0,000 0,000 0,005 0,018 0,003 0,008
cVC p 0,631™ 0,941™ 1 0,523" 0,396 -0,676™  -0,619™
p-valor 0,002 0,000 0,013 0,068 0,001 0,002
Comp. p 0,592 0,572™ 0,523" 1 0,679™ -0,010 -0,170
Uterino  p-valor 0,004 0,005 0,013 0,001 0,965 0,449
Larg. p 0,399 0,500" 0,396 0,679™ 1 0,061 0,117
Uterina  p-valor 0,066 0,018 0,068 0,001 0,787 0,605
var 1 P -0,102  -0,603™  -0,676™ -0,010 0,061 1 0,940™
p-valor 0,650 0,003 0,001 0,965 0,787 0,000
Var 2 P -0,107  -0,547"  -0,619™ -0,170 0,117 ,940™ 1
@ p-valor 0,634 0,008 0,002 0,449 0,605 0,000

Legenda: p = coeficiente de correlagdo de Pearson; Comp. = Comprimento; Larg.= Largura; CVC = comprimento

Fonte: O autor, 2023.

Tabela 6 — Matriz de correlacdes das variaveis estudadas para os fetos anencefalicos

vertice-coccix Varl = (comprimento uterino + peso fetal) x 100; Var2 = (largura uterina + peso fetal) x
100; ** = A correlacdo é significativa no nivel de p-valor 0,01; * = A correla¢do € significativa no nivel
de p-valor 0,05.

Idade Peso CcvC Comp. Larg. Var 1 Var 2
Uterino Uterina

ldade  p 1 0557 0493 0722 0,435 0117 _ -0319
p-valor — 0060 0104 0,008 0,158 0718 0312
Peso | p 0,557 1 0934” 0,293 0,657° 0564  -0,749"
p-valor 0,060 — 0,000 0,355 0,020 0,056 0,005
oo P 0493 0,934 1 0,145 0591"  -0,668"  -0,827"
pvalor 0104 0,000 0,653 0,043 0018 0,001
Comp. p 0,722 0293 0145 1 0,289 0550  -0,011
Uterino  p-valor 0008 0355 0,653 0,362 0,064 0974
Larg.  p 0435 0657  0,591" 0,289 1 0400  -0,253
Uterina  p-valor 0158 0,020 0,043 0,362 — 0197 0427
vars P 0117  -0564  -0,668" 0,550 20,400 1 0718
pvalor 0718 0056 0,018 0,064 0,197 — 0,009
Vs P 0319 -0749™  -0,827" -0,011 0253 0718 1
ar pvalor 0312 0,005 0,001 0,974 0,427 0,009

Legenda: p = coeficiente de correlagdo de Pearson; Comp. = Comprimento; Larg.= Largura; CVC = comprimento

Fonte: O autor, 2023.

vértice-coecix Varl = (comprimento uterino + peso fetal) x 100; Var2 = (largura uterina + peso fetal) x
100; ** = A correlacdo é significativa no nivel de p-valor 0,01; * = A correla¢do € significativa no nivel
de p-valor 0,05.

Com as informagcdes de medidas antropométricas idade, peso e CVC, foram

confeccionados os graficos de distribuicdo e regressdo linear, apresentadas nas figuras 13, 14 e

15, permitindo avaliarmos suas correlagdes. Para os dados com significancia estatistica, foram

dispostas retas sobre os graficos.
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Figura 13 — Gréficos de distribuicdo e regressdo linear para medidas idade e CVC

Idade (SPC) x CVC (cm)
259 —— Grupo normal
2 =0,3986
204 . * . p=0,0016
Significativo
E 15- Correlacdo moderada
S-* = Grupo anencefalico
> 104 2 =0,2426
Q c r=0,1038
5. Nao significativo
Correlacdo fraca
0 T T 1
10 15 20 25

Idade (SPC)

Legenda: O gréfico dispde a distribuigdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos idade fetal (SPC)
e CVC (cm) e a linha de regressdo linear quando estatisticamente significativo. Em azul séo
apresentados dados do grupo de fetos normais cujo coeficiente de correlagdo é moderado e
estatisticamente significativo (p = 0,631; r> = 0,398 e p-valor = 0,0016). Em vermelho s&o apresentadas
informagdes do grupo de fetos anencefalicos cujo coeficiente de correlagéo é fraco e néo significante
estatisticamente (p = 0,493; r> = 0,243 e p-valor = 0,1038). SPC = semanas p6s-concepc¢do; CVC =
comprimento vértice-coccix; cm = centimetros.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 14 — Gréficos de distribuicdo e regressdo linear para medidas idade e peso

Idade (SPC) x Peso (g)
007 —— Grupo normal
r?=0,4677
i p = 0,0004
= Significativo
Correlacdo moderada
?200- = Grupo Anencefalico
z r2=0,3101
R p =0,0600
1004 Nio significativo
Correlagdo moderada
0 T T 1
10 15 20 25

Idade (SPC)

Legenda: O grafico dispde a distribuigdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos idade fetal (SPC)
e peso (g) e a linha de regressao linear quando estatisticamente significativo. Em azul s@o apresentados
dados do grupo de fetos normais cujo coeficiente de correlacdo é moderado e estatisticamente
significativo (p = 0,684; r> = 0,467 ¢ p-valor = 0,0004). Em vermelho sdo apresentadas informacdes do

grupo de fetos anencefalicos cujo coeficiente de correlacdo é moderado, mas ndo significante
estatisticamente (p = 0,557; r2= 0,31 e p-valor = 0,06).
Fonte: O autor, 2023.

Figura 15 — Gréficos de distribuicdo e regressao linear para medidas CVC e peso

Peso (g) x CVC (cm)
&> —— Grupo normal
r2=0,8862
p <0,0001
Significativo
Correlacdo muito forte

—=— Grupo anencefalico
r2=0,8723
p <0,0001
Significativo
Correlagcdo muito forte

I I I 1
0 100 200 300 400
Peso (g)

Legenda: O grafico dispde a distribuicdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos CVC (cm) e
peso () e a linha de regresséo linear quando estatisticamente significativo. O grupo de fetos normais é
representado em azul (p = 0,941; r2= 0,89 e p-valor < 0,0001) e anencefalicos em vermelho (p = 0,934;

r2 = 0,87 e p-valor < 0,0001). Para ambos os grupos identificamos retas ascendentes com coeficientes
de correlagdo muito fortes e estatisticamente significativas.
Fonte: O autor, 2023.
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Foram confeccionados gréaficos de distribuigdo e regressdo linear das medidas uterinas
em relacdo aos parametros antropomeétricos (peso, idade e CVC), apresentados nas figuras 16 a

21, permitindo avaliarmos suas correlacdes.

Figura 16 — Gréficos de distribuicéo e regressao linear de comprimento uterino e idade

Idade (SPC) x Comprimento uterino (mm)

& =—e— Grupo normal
2 =0,3507

6- . . p=0,0037
Significativo

Correlacdo moderada

—=— Grupo anencefalico

Comprimento uterino (mm)
S
1

rr=0,5218
p = 0,0080
2- Significativo
Correlacio forte
0 T I !
10 15 20 25
Idade (SPC)

Legenda: O grafico dispde a distribui¢do dos individuos de acordo com os dados antropomeétricos idade (SPC) e
comprimento uterino (mm). O grupo de fetos normais é apresentado em azul (p = 0,592; r2=0,35 e p-
valor = 0,0037) e o grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,722; r2 = 0,52 e p-valor = 0,008).
Para ambos os grupos identificamos retas ascendentes com coeficientes de correlagdo moderada para o
grupo normal e forte para o grupo anencefalico, ambas com significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 17 — Gréficos de distribuicdo e regressao linear de largura uterina e idade

Idade (SPC) x Largura uterina(mm)

105 ¢ Grupo normal

= 2 =0,1590

£ 8 . p = 0,0660

= Naio significativo
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k2] . .

= . . . « Grupo anencefélico

8 4 e e e, 2 =0,1891

5o A p=0,1577

K 2 . il . Nio significativo
Correlacio fraca

c L] L] 1
10 15 20 25
Idade (SPC)

Legenda: O grafico dispde a distribuicdo dos individuos de acordo com os dados antropomeétricos idade (SPC) e
largura uterina (mm). O grupo de fetos normais é representado em azul (p = 0,399; r2 = 0,16 e p-valor
=0,066) e o grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,435; r2=0,19 e p-valor = 0,16). Para 0s
dois conjuntos de fetos estudados a correlagdo foi positiva, entretanto com coeficiente fraco e sem
significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 18 — Gréficos de distribuicdo e regressdo linear de comprimento uterino e peso

Peso (g) x Comprimento uterino (mm)

8 —— Grupo normal
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Legenda: O grafico dispde a distribuicdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos peso (g) e
comprimento uterino (mm). O grupo de fetos normais é representado em azul (p = 0,572; r2=0,33 e p-
valor = 0,0054) e o grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,293; r2 = 0,086 e p-valor = 0,35).
Para ambos os grupos identificamos os coeficientes de correlagdo foram positivos, sendo moderado para
o0 grupo normal e desprezivel para o grupo anencefélico.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 19 — Gréficos de distribuicdo e regressao linear de largura uterina e peso

Peso (g) x Largura uterina(mm)
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_ r2=0,2499
E 8- . p=0,0178
= _ Significativo
.§ 6- Correlacdo fraca
= —e— Grupo anencefalico
£ 4- r2=0,4313
5o p=0,0203
s 2 Significativo
Correlacdo moderada
0 ) I I 1
0 100 200 300 400

Peso (g)

Legenda: O gréafico dispde a distribuigcédo dos individuos de acordo com os dados antropométricos peso (g) e largura
uterina (mm). O grupo de fetos normais é representado em azul (p = 0,500; r2 = 0,25 e p-valor = 0,02)
e 0 grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,657; r2 = 0,43 e p-valor = 0,02). Em ambos 0s
grupos a correlacdo foi positiva e estatisticamente significativa sendo o coeficiente de correlagéo fraco
para o grupo normal e moderado para o grupo anencefélico.

Fonte: O autor, 2023.



42

Figura 20 — Gréficos de distribuicdo e regressdo linear de comprimento uterino e CVC

CVC (cm) x Comprimento uterino (mm)
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Legenda: O grafico dispde a distribuicdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos CVC (cm) e
comprimento uterino (mm). O grupo de fetos normais € representado em azul (p = 0,523; r2 = 0,27 e p-
valor = 0,012) e o grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,145; r2 = 0,021 e p-valor = 0,65).
Entre os individuos anencefalicos o coeficiente de correlacdo foi desprezivel e sem significancia
estatistica. Ja no grupo controle, cuja reta foi disposta em gréafico, houve significancia estatistica para a
correlacéo e o coeficiente foi moderado.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 21 — Gréficos de distribuicdo e regressdo linear de largura uterinae CVC

CVC (cm) x Largura uterina(mm)
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Legenda: O gréfico dispde a distribuicdo dos individuos de acordo com os dados antropométricos CVC (cm) e
largura uterina (mm). O grupo de fetos normais é representado em azul (p = 0,145; r2 = 0,157 e p-valor
= 0,067) e o grupo de fetos anencefalicos, em vermelho (p = 0,591; r2 = 0,35 e p-valor = 0,04). A
correlacdo foi desprezivel e ndo estatisticamente significativa para o grupo de fetos normais; para o
grupo de fetos anencefalicos a correlacdo foi moderada e estatisticamente significativa, neste caso foi
disposta a reta ascendente sobre o gréfico.

Fonte: O autor, 2023.

A analise de regressdo linear indicou 80% de significancia nas correla¢des do grupo de
fetos normais e 40% de significancia no grupo de fetos anencefalicos. Comprimento e largura
uterina apresentaram menor tendéncia ao crescimento no grupo de fetos anencefalicos
considerando o intervalo de idade da amostra.

A seguir serdo apresentados os diferentes modelos de regressdo multipla analisados,
com diferentes combinagdes das varidveis independentes e dependente. O erro padrdo da
estimativa para o modelo de regressao corresponde ao desvio padrdo dos erros/residuos. A
tabela ANOVA apresenta o teste da significancia dos modelos. A eventual colinearidade sera
avaliada pela tolerancia e pelo fator de inflacdo de variancia (FIV), dispostos em tabela quando
pertinentes.

Para cada modelo sdo descritos os resultados obtidos:
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Modelo 1 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), CVC (cm), idade (SPC) e

peso (9)
Varidvel dependente: Comprimento uterino (mm).

Neste caso, os resultados mostraram um r? igual a 0,442, significando que 44,2% das
varia¢fes no comprimento do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupo, CVC,
idade e peso). Os restantes 55,8% sdo variacdes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo

considerados neste modelo. O erro padrdo da estimativa foi de 1,12.

Tabela 7 — Teste ANOVA para 0 modelo 1 de regressdo mdultipla

Modelo 1 Soma Graus de  Meédia dos F p-valor
dos quadrados  liberdade quadrados

Regressio 29,019 4 7,255 5,736 0,002*

Residual 36,678 29 1,265

Total 65,697 33

Legenda: F=Teste F da significancia da Regressdo; * = A correlacdo ¢ significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 8 — Estatisticas de colinearidade para 0 modelo 1 de regressdo mdultipla

Modelo 1 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padréo Beta Tolerancia FIV
Grupos -0,040 0,490 -0,014  -0,082 0,935 0,680 1,472
Idade 0,291 0,102 0,548 2,854 0,008* 0,523 1,913
Peso 0,006 0,006 0,428 0,919 0,366 0,089 11,276
CVvC -0,111 0,170 -0,306  -0,652 0,520 0,087 11,435

Legenda: FIVV= fator de inflacdo de variancia; * = A correlagdo € significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.
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De acordo com os resultados da tabela acima, para o primeiro modelo analisado,
somente a variavel idade é estatisticamente significante (p = 0,008). O valor do coeficiente da
variavel idade (coluna B, valor 0,291), que foi estatisticamente significante neste modelo,
permitindo descrever que um aumento de 1 semana na idade do feto levaria a um aumento de
0,291 mm no comprimento do Utero, mantidas as demais varidveis constantes.

Neste modelo, as variaveis peso e CVC possuem valores de VIF maiores que 10. Em

funcdo deste resultado o préximo modelo sera analisado sem a variavel CVC.

Modelo 2 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e peso (g)

Variavel dependente: Comprimento uterino (mm).

Neste caso, os resultados mostram um r? igual a 0,434, significando que 43,4% das
variacdes no comprimento do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupos, idade
e peso). Os restantes 56,6% sdo variacBes aleatdrias ou devidas a outros fatores néo
considerados neste modelo. O erro padréo da estimativa foi de 1,11.

Tabela 9 — Teste ANOVA para 0 modelo 2 de regressdo mdltipla

Modelo 2 Soma Graus de  Meédia dos F p-valor
dos quadrados  liberdade quadrados

Regresséo 28,482 3 9,494 7,653 0,001*

Residual 37,215 30 1,240

Total 65,697 33

Legenda: F=Teste F da significancia da Regressdo; * = A correlacéo é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 10 — Estatisticas de colinearidade para o modelo 2 de regressao multipla

Modelo 2 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padréo Beta Tolerancia FIV
Grupos 0,091 0,442 0,031 0,206 0,838 0,817 1,224
Idade 0,294 0,101 0,553 2,915 0,007* 0,524 1,909
Peso 0,002 0,003 0,154 0,775 0,445 0,477 2,096

Legenda: FIVV= fator de inflacdo de variancia; * = A correlagdo € significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.
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Neste modelo, com a retirada da variavel CVC, ndo ha colinearidade, visto que todos 0s
valores de FIV sdo menores que 10. De acordo com os resultados da tabela acima, para o
segundo modelo analisado, novamente a varidvel idade é a Unica estatisticamente significante
(p = 0,007). O valor do coeficiente da varidvel idade (coluna B, valor 0,294), que foi
estatisticamente significante neste modelo, permite descrever que um aumento de 1 SPC levaria
a um aumento de 0,294 mm no comprimento do Utero, mantidas as demais variaveis constantes.

O préximo modelo foi analisado recolocando-se a variavel CVC e retirando o peso.

Modelo 3 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e CVC (cm)

Variavel dependente: Comprimento uterino (mm).

Neste caso, os resultados mostram um R? igual a 0,425, significando que 42,5% das
variacdes no comprimento do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupos, idade
e CVC). Os restantes 57,5% sdo variacbes aleatdrias ou devidas a outros fatores néo
considerados neste modelo. O erro padréo da estimativa foi de 1,12.

Tabela 11 — Teste ANOVA para 0 modelo 3 de regressdo multipla

Modelo 3 Soma Graus de  Média dos F p-valor
dos quadrados liberdade quadrados

Regressdo 27,952 3 9,317 7,405 0,001*

Residual 37,745 30 1,258

Total 65,697 33

Legenda: F=Teste F da significAncia da Regressdo; * = A correlacao é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 12 — Estatisticas de colinearidade para o modelo 3 de regressao multipla

Modelo 3 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padréo Beta Tolerancia FIV
Grupos 0,073 0,473 0,025 0,155 0,878 0,726 1,378
Idade 0,321 0,096 0,604 3,329 0,002* 0,582 1,719
CVC 0,030 0,073 0,083 0,412 0,683 0,470 2,126

Legenda: FIVV= fator de inflagdo de variancia; * = A correlagdo é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.
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Com a retirada da variavel peso, ndo ha problema de colinearidade (VIF < 10). Pelo
apresentado para o terceiro modelo, novamente a variavel idade é a Unica estatisticamente
significante (p = 0,002). O valor do coeficiente dessa variavel (coluna B, valor 0,321) indica
que um aumento de 1 SPC levaria a um aumento de 0,321mm no comprimento do Utero,
mantidas as demais varidveis constantes.

Os préximos modelos utilizam a largura do utero como variavel dependente.

Modelo 4 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), CVC (cm), idade (SPC) e

peso (9)
Variavel dependente: Largura uterina (mm).

Neste caso, os resultados mostram um r? igual a 0,344, significando que 34,4% das
variacdes na largura do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupo, CVC, idade
e peso). Os restantes 65,6% sdo variagOes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo

considerados neste modelo. O erro padréo da estimativa foi de 1,10.

Tabela 13 — Teste ANOVA para 0 modelo 4 de regressao multipla

Modelo 4 Soma Graus de  Meédia dos F p-valor
dos quadrados  liberdade quadrados

Regresséo 18,488 4 4,622 3,807 0,013*

Residual 35,207 29 1,214

Total 53,695 33

Legenda: F=Teste F da significancia da Regressdo; * = A correlacéo é significativa no nivel de p-valor 0,05.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 14 — Estatisticas de colinearidade para 0 modelo 4 de regressdo multipla

Modelo 4 Coeficientes Coeficientes t  p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padrdo Beta Tolerancia FIV
Grupos 0,255 0,480 0,097 0,532 0,599 0,680 1,472
Idade 0,041 0,100 0,085 0,409 0,686 0,523 1,913
Peso 0,013 0,006 1,085 2,149 0,040* 0,089 11,276
CVC -0,198 0,166 -0,606  -1,192 0,243 0,087 11,435

Legenda: FIVV= fator de inflagdo de variancia; * = A correlagdo € significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.
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No quarto modelo analisado, somente a variavel peso € estatisticamente significante (p
=0,040), entretanto ndo faremos a interpretacédo do coeficiente desta varidvel em funcéo da alta
colinearidade (FIV 11,276). Além do peso, a variavel CVC também tem FIV > 10; deste modo
0 proximo modelo serd analisado sem o CVC.

Modelo 5 - Considerando as seguintes variaveis:

Variéveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e peso (g)
Variavel dependente: Largura uterina (mm).

Os resultados mostram um r? igual a 0,312, significando que 31,2% das variacdes na largura
do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupos, idade e peso). Os restantes
68,8% sdo variacdes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo considerados neste modelo. O

erro padrdo da estimativa foi de 1,11.

Tabela 15 — Teste ANOVA para 0 modelo 5 de regressdo multipla

Modelo 5 Soma Graus de  Média dos F p-valor
dos quadrados liberdade quadrados

Regressio 16,763 3 5,588 4,539 0,01"

Residual 36,932 30 1,231

Total 53,695 33

Legenda: F=Teste F da significAncia da Regressao; * = A correlacédo é significativa no nivel de p-valor 0,05.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 16 — Estatisticas de colinearidade para o modelo 5 de regressao multipla

Modelo 5 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padréo Beta Tolerancia FIV
Grupos 0,490 0,440 0,186 1,112 0,275 0,817 1,224
Idade 0,046 0,101 0,096 0,460 0,649 0,524 1,909
Peso 0,007 0,003 0,542 2,472 0,019* 0,477 2,096

Legenda: FIVV= fator de inflagdo de variancia; * = A correlagdo é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

No quinto modelo os valores de VIF séo inferiores a 10, indicando que a colinearidade

ndo é um problema para a analise atual. Os resultados demonstram que a variavel peso é a unica
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estatisticamente significante (p = 0,019). O valor do coeficiente da variavel peso (coluna B,
valor 0,007), indica que um aumento de 1 g no peso do feto levaria a um aumento de 0,007 mm
na largura do Gtero, mantidas as demais variaveis constantes.

O préximo modelo foi analisado recolocando-se a varidvel CVC e retirando o peso.

Modelo 6 - Considerando as seguintes variaveis:

Varidveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e CVC (cm)
Variavel dependente: Largura uterina (mm).

Os resultados mostram um r? igual a 0,240, significando que 24% das varia¢des na largura
do Utero sdo explicadas pelas variaveis independentes (grupos, idade e CVC). Os restantes 76%
sdo variacOes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo considerados neste modelo. O erro

padrdo da estimativa foi de 1,17.

Tabela 17 — Teste ANOVA para 0 modelo 6 de regressdo multipla

Modelo 6 Soma Graus de  Média dos F p-valor
dos quadrados liberdade quadrados

Regressao 12,882 3 4,294 3,156 0,039*

Residual 40,813 30 1,360

Total 53,695 33

Legenda: F=Teste F da significAncia da Regressdo; * = A correlacédo é significativa no nivel de p-valor 0,05.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 18 — Estatisticas de colinearidade para 0 modelo 6 de regressdo maltipla

Modelo 6 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padréo Beta Tolerancia FIV
Grupos 0,515 0,491 0,196 1,048 0,303 0,726 1,378
Idade 0,109 0,100 0,228 1,091 0,284 0,582 1,719
CVC 0,124 0,076 0,380 1,636 0,112 0,470 2,126

Legenda: FI\VV= fator de inflacdo de variancia; * = A correlagdo € significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

No sexto modelo os valores de FIV foram inferiores a 10 e nenhuma das variaveis

independentes teve significancia estatistica.
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O préximo modelo emprega como variavel dependente a Varl, que corresponde ao
comprimento uterino corrigido pelo peso fetal. Como o peso faz parte do calculo da Varl, ndo

0 utilizamos como variavel independente.

Modelo 7 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e CVC (cm)

Variédvel dependente: Var 1(= comprimento do Utero/peso x 100)

Os resultados mostram um r? de 0,596, significando que 59,6% das variacdes na Varl sdo
explicadas pelas variaveis independentes (CVC, grupos e idade). Os restantes 40,4% sdo
variacOes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo considerados neste modelo. O erro padréo
da estimativa foi de 3,10.

Tabela 19 — Teste ANOVA para 0 modelo 7 de regressao multipla

Modelo 7 Soma Graus de  Meédia dos F p-valor
dos quadrados  liberdade quadrados

Regresséo 419,387 3 139,796 14,749 0,0001*

Residual 284,348 30 9,478

Total 703,735 33

Legenda: F=Teste F da significancia da Regressdo; * = A correlacao é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 20 — Estatisticas de colinearidade para o modelo 7 de regressao multipla

Modelo 7 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padrdo Beta Tolerancia FIV
Grupos 2,005 1,297 0,211 1,546 0,133 0,726 1,378
Idade 0,833 0,265 0,479 3,145 0,004* 0,582 1,719
CVvC -1,009 0,200 -0,852  -5,035 0,001* 0,470 2,126

Legenda: FIVV= fator de inflagdo de variancia; * = A correlagdo é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

No sétimo modelo analisado as variaveis idade (p = 0,004) e CVC (p < 0,001) foram
estatisticamente significantes; ja para variavel grupos o p-valor foi de 0,133. Além disto,
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nenhum dos valores de FIV foi maior que 10. Com os coeficientes do sétimo modelo analisado
podemos obter as conclusdes descritas abaixo.

O coeficiente da variavel grupos indica a diferenca média na Varl entre a populacédo em
estudo e o conjunto de individuos de referéncia (grupo normal). A Varl entre os fetos
anencefélicos é, em média, 2,005 unidades maior do que a Varl entre os fetos normais,
mantidas as demais variaveis constantes. No entanto, como o coeficiente de grupos ndo é
estatisticamente significante, este resultado ndo pode ser generalizado para a populacéo.

O coeficiente da varidvel idade indica que um aumento de 1 SPC levaria a um aumento
de 0,833 unidades na Varl, mantidas as demais variaveis constantes.

O coeficiente da variavel CVC indica que um aumento de 1 cm naquele comprimento
levaria a uma reducdo de 1,009 unidades na Varl, mantidas as demais variaveis constantes.

O proximo modelo utiliza a Var2 que corresponde a largura uterina corrigida pelo peso
fetal. Como o peso faz parte do calculo da Var2, ndo o utilizamos como varidvel independente.

Modelo 8 - Considerando as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Grupo (fetos normais ou anencefalicos), idade (SPC) e CVC (cm)

Variavel dependente: Var 2 (= largura do Utero/peso x 100)

O modelo 8 tem o r? de 0,671, assim 67,1% das variacdes na Var2 sdo explicadas pelas
variaveis independentes; 32,9% sdo variacOes aleatdrias ou devidas a outros fatores ndo

considerados neste modelo. O erro padréo da estimativa foi de 2,60.
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Tabela 21 — Teste ANOVA para 0 modelo 8 de regressdo multipla

Modelo 8 Soma Graus de  Média dos F p-valor
dos quadrados  liberdade quadrados

Regressao 413,918 3 137,973 20,353 0,001

Residual 203,371 30 6,779

Total 617,288 33

Legenda: F=Teste F da significancia da Regressdo; * = A correlagdo é significativa no nivel de p-valor 0,01.
Fonte: O autor, 2023.

Tabela 22 — Estatisticas de colinearidade para o modelo 8 de regressao multipla

Modelo 8 Coeficientes Coeficientes t p-valor Estatisticas de
N&o padronizados padronizados colinearidade
B Erro padrdo Beta Tolerancia FIV
Grupos 1,986 1,097 0,223 1,811 0,080 0,726 1,378
Idade 0,457 00,224 0,280 2,041 0,050* 0,582 1,719
CVvC -0,921 0,170 -0,830  -5,434 0,001* 0,470 2,126

Legenda: FIVV= fator de inflacdo de variancia; * = A correlacéo é significativa no nivel de p-valor 0,05.
Fonte: O autor, 2023.

De acordo com os resultados da tabela acima, para o oitavo modelo analisado, as
variaveis idade (p = 0,050) e CVC (p < 0,001) sdo estatisticamente significantes a 5% (p <
0,05). A variavel grupos (p = 0,080) é estatisticamente significante a 10% (p < 0,10). Nenhum
valor de FIV > 10 foi aferido.

A partir dos coeficientes do oitavo modelo analisado podemos obter as conclusdes a
sequir.

O coeficiente da variavel grupos indica a diferenca média na Var2 entre o grupo de fetos
anencefalicos e o grupo normal (categoria de referéncia). Ou seja, a Var2 entre os anencefalicos
é, em média, 1,986 unidades maior do que a Var2 entre 0s normais, mantidas as demais
variaveis constantes, entretanto o valor de p encontrado nesta relacdo ndo é estatisticamente
significativo considerando o estabelecido em nossos métodos; assim, estes resultados ndo
podem ser generalizados para toda a populagéo.

O coeficiente da variavel idade indica que um aumento de 1 SPC levaria a um aumento
de 0,457 unidades na Var2, mantidas as demais variaveis constantes.

O coeficiente da varidvel CVC indica que um aumento de 1 cm deste comprimento

levaria a uma reducédo de 0,921 unidades na Var2, mantidas as demais variaveis constantes.
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DISCUSSAO

O presente trabalho faz o estudo comparativo das medidas de comprimento e largura
uterina em relacéo aos dados antropomeétricos de duas amostras de fetos: um grupo anencefélico
e um grupo normal.

Ao avaliarmos nossa amostra de individuos em relacdo ao peso, as medidas de tendéncia
central do grupo anencefélico foram inferiores ao grupo de fetos normais e a comparagdo das
medianas demonstrou tratar-se de uma diferenca estatisticamente significativa. Estes achados
sdo compativeis com outros relatos da literatura os quais descrevem que a anencefalia e outros
DTN implicam em maior risco restricdo ao crescimento fetal.

Stolk e colaboradores, em estudo caso-controle da epigenética relacionada aos DTN,
identificaram que individuos com espinha bifida e anencefalia tinham menor peso ao nascer em
compara¢do com individuos normais (69). Com um numero expressivo de individuos
anencefalicos, Honnebier & Swaab em outro estudo caso-controle, também identificaram que
0 peso ao nascer destes fetos era inferior ao grupo de fetos normais (70).

A avaliacdo do comprimento vértice-coccix (CVC) demonstrou que a média e a mediana
desta medida também foi menor no grupo anencefalico em relacdo ao grupo normal. Este
achado foi compativel com publicacdes anteriores.

No acompanhamento ultrassonografico da gestacdo de fetos anencefalicos, Johnson et
al. observaram que a média do CVC destes individuos foi significativamente menor do que a
média esperada para a idade fetal e que este desvio da normalidade aumentou com o transcorrer
da gestacdo (71). Chatzipapas e colaboradores também descreveram que o CVC ¢é
significativamente reduzido nos fetos anencefalicos e relacionam este dado a real auséncia de
calota craniana e tecido encefélico.

O’Rahilly aponta a dificuldade para a localizacéo precisa da ponta do coccix, que tende
ao deslocamento rostral durante a gestacdo; o autor descreve que este parametro € uma
mensuracdo fragil até mesmo para fetos normais e sugere que, apesar da equivaléncia das
medidas ultrassonograficas e pos-natais, ndo utilizemos este dado para a estimativa da idade
fetal (45,72). Como sugerido pelo anatomista, ndo utilizamos esta medida com aquela intengao
e empregamos em nosso estudo a afericdo do comprimento do maior pé para o célculo da idade,

conforme proposto por Hern e Streeter (50,52).
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A idade da amostra teve distribuicdo homogénea; observamos que a mediana daquele
parametro foi discretamente inferior para o grupo de fetos anencefélicos; entretanto esta
diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Considerando os valores das medianas, 17,15
SPC para o grupo normal e 15,4 SPC para o grupo anencefélico, ndo sdo esperadas diferengas
morfologicas expressivas. A minima idade fetal da amostra foi de 12,3 SPC e 0 maximo de 22,6
SPC, que contempla o periodo da maturacdo do Utero fetal.

Conforme descrito por Cunha et al.; as 22 SPC a camada muscular estad bem definida e
0 Utero continuard a evoluir até que a morfologia final seja alcangada por volta das 24 SPC (56).
Cooke et al. destacam que embora a arquitetura histoldgica seja semelhante a adulta no
momento do nascimento, o desenvolvimento das glandulas uterinas tende a ocorrer no periodo
pos-natal (73). Durante o crescimento, além da mudanca de forma e da histologia luminal,
Robboy et al. observaram uma marcante expanséo lateral do canal uterovaginal cranialmente,
na topografia do fundica (61).

No presente trabalho, a largura e o comprimento uterino tiveram correlacdo linear
positiva com o peso, 0 CVC e a idade fetal em ambos os grupos. A andlise de regressao linear
indicou 80% de significancia nas correlagdes em grupo controle e significancia de 40% em
fetos anencefalicos. Ao empregarmos os modelos de regressdo multipla observamos que o
acréscimo de idade gestacional teve correlacdo estatisticamente significativa com o aumento
dos valores do comprimento e largura uterina ajustadas para o peso (Varl e Var2,
respectivamente).

O estudo dos diametros uterinos demonstrou que os fetos anencefalicos tém o
comprimento e largura do Utero maiores que os fetos normais; mas esta diferenca entre os
grupos ndo foi estatisticamente significativa. Ao considerarmos o ajuste das medidas em relagédo
ao peso fetal, a diferenca entre os grupos atingiu o nivel de significancia estatistica proposto.
Entretanto, os modelos de regressdo multipla indicam que a anencefalia ndo explica totalmente
as variacOes daquelas medidas quando peso, CVC e a idade fetal sdo mantidas constantes.

As publicacdes acerca do Utero de fetos anencefalicos sdo escassas na literatura. Apenas
trés estudos foram encontrados durante o levantamento bibliografico, todos com amostras do
ultimo trimestre gestacional. Dois deles séo relatos descritivos; Browne, em 1920, publicou
observacdes de sua dissec¢do de um natimorto anencefalico; entre seus apontamentos, relata
que o Utero era normal a microscopia (74). Em 1959, Tuchmann-Duplessis apresentou seu
estudo em 7 natimortos com idade gestacional entre 6,5-9 meses; na percepc¢ao dos autores, 0

utero das amostras tinham aspecto histologico e morfologico normais (34).
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A lacuna de um estudo comparativo foi preenchida por Zondek & Zondek que, em 1987,
avaliaram os 6rgdos reprodutivos de fetos femininos anencefalicos e normais obtidos por
necropsia. O grupo anencefalico foi composto de quinze individuos entre 27-43 semanas; sendo
um deles um neonato que sobreviveu por uma hora e meia. O grupo controle foi composto de
39 individuos de idade gestacional semelhante. Os autores estudaram microscopicamente
seccdes uterinas de 5um e demonstraram que histologicamente, o 6rgdo apresentava sinais de
estimulacdo hormonal por estrogénio e progesterona, com proliferacdo glandular e secregéo de
mucina em graus variados; processos totalmente desenvolvidos durante o Gltimo més de
gravidez, tendo 0 mesmo aspecto que os controles (75).

A amostra e metodologia empregadas na ultima publicacdo foram distintas em relacéo
ao proposto neste material. O Unico parametro de crescimento descrito foi a idade gestacional;
ndo sendo relatados peso ou outras medidas de comprimento usualmente empregadas. Além
disto, os diametros uterinos ndo foram aferidos, limitando a comparacdo com o grupo controle
em relagdo ao tamanho do d6rgdo. Apesar do criterioso estudo histoldgico de suas laminas,
Zondek & Zondek ndo apresentaram em seus métodos os parametros histoldgicos usados para
aferir estatisticamente as semelhancas referidas.

Isto exposto, podemos afirmar que presente trabalho é o primeiro no tema que apresenta
0 estudo comparativo estatistico quanto a morfologia uterina de fetos normais e anencefalicos
cuja amostra contempla o segundo trimestre gestacional. Embora tenhamos identificado
diferencas estatisticamente significativas das medidas uterinas corrigidas pelo peso nossas
analises indicam que outros fatores poderiam justificar os achados.

Carvalho et al. apresentam a ideia de que a exposi¢do cerebral na anencefalia possa
causar alteracBes nos nervos pélvicos, com potenciais repercussdes estruturais nos 6rgaos
urogenitais daqueles fetos (39). A hipotese encontra plausibilidade biolégica uma vez que o
Utero que tem intensa conexdo com o sistema autondmico através do plexo hipogastrico inferior
e seus nervos associados (76). Na disfuncionalidade destes nervos e sem o controle de tratos
superiores, o Utero poderia sofrer modificagdes estruturais em resposta aos neurotransmissores
de forma reflexa ou anarquica.

N&do foram encontradas evidéncias experimentais em literatura mas, por analogia, a
endometriose representa um cenario que inclui a disautonomia cursando com alteracdes
patoldgicas e contragcOes uterinas inadequadas provocando refluxo endometrial para a cavidade
abdominal (77).
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Além disto, o desenvolvimento uterino pode ser influenciado por outros fatores
independentemente da anencefalia. Presume-se que o gene Vangl2 é vital para o fechamento
do tubo neural (principalmente um efeito recessivo) e independentemente para o
desenvolvimento do trato reprodutivo feminino (um efeito dominante). Em estudo experimental
anterior, heterozigotos para a mutacdo Vangl2-Lp desenvolvem defeitos leves do tubo neural
espinhal, mas também apresentam uma alta frequéncia de vagina imperfurada (78). Apesar
disto, € importante deixar claro que o caso dos mutantes Vangl2 em camundongos é apenas um
exemplo, no qual o efeito do DTN primario aparece separado da sua acdo no trato genital
feminino. Pode haver outros genes ou fatores ambientais que também tenham um efeito
semelhante.

O estudo em fetos anencefalicos pode ser empregado como modelo translacional em
outros distlrbios do tubo neural como meningoceles e mielomeningoceles. A exemplo, foi
descrito em literatura que mulheres com espinha bifida podem apresentar alteracdes como o
utero bicorno e maior risco de partos prematuros (79). Também foi observado que estas
pacientes tém uma tendéncia ao desenvolvimento de prolapso uterino em idades mais precoces
(80).

A anélise estereologica e histologica dos Uteros fetais sdo necessarias para ampliar a
compreensdo de como os distdrbios neuroldgicos podem afetar a fisiologia uterina,
corroborando com resultados previamente descritos em literatura.

Compreendemos que a significancia estatistica de um trabalho cientifico, ndo
necessariamente tera relagdo com sua relevancia clinica ou com o valor da informacéo prestada.
Entendemos que apenas 0s achados sobre os diametros uterinos aumentados no grupo estudado
ndo esgotam o assunto, mas esperamos que os dados obtidos possam adicionar substrato para
futuras discussdes neste campo em expansdo. Reconhecemos algumas limitacdes no presente

estudo devem ser mencionadas:

a) a falta de anélise histopatoldgica e ultraestrutural;

b) as medidas dos parametros foram realizadas por um Unico observador, o que
poderia gerar um viés de afericéo;

c) a falta de fetos do 3° trimestre para avaliar o padréo de crescimento uterino
nos dois grupos estudados e

d) o pequeno nimero de individuos observados (porém, fetos anencefalicos sdo

raros, entéo as observacdes de uma amostra pequena ainda sao relevantes).
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CONCLUSAO

Fornecemos a andlise descritiva do comprimento e largura uterinos do Utero dos fetos
humanos normais e anencefalicos de acordo com os parametros antropomeétricos idade, peso e
comprimento vértice-cOcCix.

Em ambos os grupos a identificamos correlacao linear positiva entre as medidas uterinas
e antropométricas. Comprimento e largura uterinos corrigidos pelo peso fetal foram maiores no
grupo de individuos anencefalicos, entretanto a analise de regressao multipla sugere que este

achado ndo possa ser exclusivamente justificado pela anencefalia.
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scientific reports

W) Check for updates

Neural tube defects and uterus
development in human fetuses

André L. L. Diniz, Rodrigo R. Vieiralves, Francisco J. B. Sampaio, Carla M. Gallo &
Luciano Alves Favorito™”

One of the most common malformations of the central nervous system is related to embryonic neural
tube alterations. We hypothesized that anencephaly affects the development of the uterus during

the human second trimester of pregnancy.The objective of this study was to study the biometric
parameters of the uterus in fetuses with anencephaly and compare them with normocephalic fetuses
at thatimportant. In our study, 34 female fetuses were analyzed, 22 normal and 12 anencephalic, aged
between 12 and 22 weeks post-conception (WPC). After dissection of the pelvis and individualization
of the genital tract, we evaluated the length and width of the uterus using the Image J software.

We compared the means statistically using the Wilcoxon-Mann-Whitney test and performed linear
regression.We identify significant differences between the uterus length (mm)/weight (g) x 100
(p=0.0046) and uterus width (mm)/weight (g) x 100 (p =0.0013) when we compared the control with
the anencephalic group.The linear regression analysis indicated that 80% significance was found in
the correlationsin normocephalic fetuses (12.9 to 22.6 WPC) and 40% significance in anencephalic
fetuses (12.3 to 18.6 WPC).The measurements of the uterus were greater in anencephalic group

but there are no difference in the uterine width and length growth curves during the period studied.
Further studies are required to support the hypothesis suggesting that anencephaly may affect uterine
development during the human fetal period.

Abbreviations

NTDs  Neural tube defects

WPC Weeks post-conception

CRL Crown-rump length

LH Luteinizing hormone

FSH Follicle stimulating hormone

AMH Anti-Miillerian hormones

CAAE  Certificate of Ethical Appreciation Presentation

CNPQ  National Council for Scientific and Technological Development
FAPER] Rio de Janeiro State Research Fundation

IRB Institutional Review Board
mm Millimeters

mm? Square millimeters

p P-value

r Pearson correlation coefficient
SD Standard deviation

Vs. Versus

Neural tube defects (NTDs) are one of the most common congenital malformations of the central nervous system,
with an average prevalence at birth of 1in 1000'. Anencephaly is the most severe NTD, resulting from failure
of the neural tube in the third to fourth week (days 26 to 28) after conception?. The possibility of secondary
effects of anencephaly on other organs and systems, have motivated studies to better understand that condition.

Recently, the urogenital tract of anencephalic fetuses has been studied, including the kidneys and collecting
system””, ureters®, bladder’, prostate®’, penis®, testicles’, female external genitalia'® and vagina''. Some authors
have indicated a different response of male and female anencephalic fetuses to hormonal stimulation'?. One of
the reasons for this difference was explained in articles describing the underdevelopment of the adrenal cortex in
anencephalic fetuses'*-'%, since that segment of adrenal tissue is also responsible for the production of virilizing
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hormones. In the absence of this signaling, an XY fetus would not achieve full growth of its sexual characteris-
tics. Thus, in theory anencephaly would not negatively influence the development of gynecological structures,
including the uterus from a neuroendocrine perspective. But from another point of view, NTD can affect the
development of the nerve plexuses that surround the uterus.

The uterus is derived from the paramesonephric (or Miillerian) ducts. By the eighth week, the parameso-
nephric ducts merge in the cranio-caudal direction and at the end of the first-trimester, development of the
uterus and the other Miillerian structures is complete'®”. Research of the effect of anencephaly on uterine
morphogenesis is still scarce.

We hypothesized that anencephaly impacts the uterine development during the human fetal period. The con-
firmation of these alterations could be important in future studies about the impact of NTDs on female genital
development. The objective of this study was to compare the uterus diameters in fetuses with anencephaly and
compare them with the biometric parameters of normocephalic fetuses at different gestational ages.

Material and methods

The fetuses used in this study (both Controls and with AWDs all with informed consent of the parents) were
obtained from the Department of Pathology of the Fernandes Figueira Institute, Oswaldo Cruz Foundation,
Ministry of Health, in partnership with our University, via an official Cooperation Term.

The study was approved by the Ethical Committee on Human Research—University Hospital of the State
University of Rio de Janeiro (CEP / HUPE), with the number (IRB: 2.475.334, CAAE: 78881317.4.0000.5259).

The study has also been registered in the Brazil Plataform, Ministry of Health, National Health Council,
National Research Ethics Commission (CONEP) for studies with human beings. We confirm that all methods
used in this paper were carried out in accordance with relevant guidelines and regulation.

Thirty-four female fetuses (22 without apparent anomalies and 12 anencephalic) were studied, aged 12 to
22 weeks post-conception (WPC), which had been aborted because of hypoxia. All of them were macroscopically
well preserved and were donated by the hospital's obstetrics department.

The gestational age was determined in WPC according to the foot-length criterion. This criterion is cur-
rently considered the most acceptable parameter to estimate gestational age'*-". The fetuses were also evaluated
regarding, crown-rump length (CRL) and body weight immediately before dissection. All measurements were
carried out by the same observer.

After compiling anthropometric data, specimens were thoroughly dissected through bilateral subcostal inci-
sion laparotomy, allowing visualization of abdominal organs and extraction of fetal pelvis “en bloc”

The pelvis blocks were then reserved in an formaldehyde prefilled container until the moment of microdis-
section, performed in our laboratory with aid of stereoscopic magnification lenses (Zeiss Discovery V8 micro-
scope 16/25x). All fetuses were dissected under identical conditions by the same researcher, who has practical
experience in microsurgery.

The pelvis was opened to expose and identify the urogenital organs and separate the genital and urinary
tracts. After complete dissection of the uterus, photographs were taken by the camera attached to the micro-
scope (Zeiss Axiocam 506 Color, 6 megapixels), and images were stored in a TIFF file. The biometric parameters
were recorded, with measurements performed by the same observer using the Image J software, version 1.46r,
because of the high intra observer precision compared to interobserver analysis®'. Uterine dimensions were
measured assuming the length from the cervix to the fundus and its width was equal to the distance between
the utero-tubal junctions (Fig. 1). The data were expressed in millimeters. All data were collected from July 2019
to December 2021.

Statistical analysis. All parameters were statistically processed and graphically described. The Shapiro-
Wilk test was used to verify the normality of the data. After that, the Wilcoxon-Mann-Whitney test was used for
comparison of quantitative data of normocephalic fetuses vs. fetuses with anencephaly (p<0.05) and the level of
significance was adjusted by the correction of Bonferroni.

Simple linear correlations (r? values less than 0.4 reflect very weak correlation, while r2 between 0.4 and 0.7
reflect moderate correlation and r? greater than 0.7 indicates strong correlation) were calculated for uterine
measurements, according to fetal age. The statistical analysis was performed with the GraphPad Prism software
(Version 9.2.0).

Compliance with ethical standards. This study was supported by the National Council for Scientific
and Technological Development (CNPQ—Brazil) (Grant number: 301522/2017) and The Rio de Janeiro State
Research Foundation (FAPER]) (Grant number: E26/202.873/2017).

Ethical approval. This study was carried out in accordance with the ethical standards of the hospital’s insti-
tutional committee on human experimentation. (IRB: 2.475.334, CAAE: 78881317.4.0000.5259).

Statement. We confirm that all data generated or analysed during this study are included in this published
article submitted to Scientific Reports.

Results
All biometric data of the 34 fetuses of the control and anencephalic group are reported in Table 1. The statistical
analysis of all fetal biometric parameters and uterine measurements is reported in Table 2.
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Figure 1. Measurements of uterus in human fetuses. (A) Schematic drawing of female organs showing

the metric standards used to measure the uterus width (1) and uterus length (2) and (B) genital organs of a
female fetus with 18 weeks post conception, after the dissection with the aid of the microscope (with x16/25
magnification). The measurement of uterus width (1) and uterus length (2) was done using the Image J software,
version 1.46r.

The gestational age of fetuses ranged from 12 to 22 weeks post-conception (WPC). The normocephalic group’s
average gestational age was 17 WPC while for the anencephalic group it was 15 WPC. This difference was not
statistically significant (p-value 0.0819).

The fetuses’ weight ranged from 22 to 248 g (g). The normocephalic group’s average weight was 170.64 g
while for the anencephalic group it was 79.917 g. This difference was statistically significant (p-value 0.0017).

The measurement of the crown-rump length (CRL) of the fetuses in the whole sample ranged from 7 to 20 cm
(cm). The normocephalic group’s average CRL was 13.95 cm, while for the anencephalic group it was 9.75 cm,
a difference that was statistically significant (p-value 0.0015).

We did not identify statistical significance between the groups for the measurements of uterus length
(Control: 2.02-6.36 mm/mean =3.59 mm/SD+ -1.43 vs. Anencephalic: 1.71-5.44 mm/mean=2.97 mm/
SD+-1.21, p=0.1070) and uterus width (Control: 1.99-7.91 mm/mean =3.84 mm/SD+ —1.27 vs. Anencephalic:
2.08-6.48 mm/mean =3.65 mm/SD+ —1.23; p=0.3360).

‘When the uterine length and weight data were normalized to the fetal weight in each case, and then compared
we calculate two new variables: uterine length/fetal weight x 100 and uterine width/fetal weight x 100. We identify
significant differences between the uterus length (mm)/weight (g) x 100 (p =0.0046) and uterus width (mm)/
weight (g) x 100 (p =0.0013) when we compare the control with the anencephalic group. The summary of the
findings regarding the correlations studied between the uterus length (mm)/weight (g) x 100 (p=0.0046) and
uterus width (mm)/weight (g) x 100 (p=0.0013) in the normal and anencephalic groups is reported in Table 2.

The summary of the findings regarding the correlations studied in the normal and anencephalic groups is
reported in Table 3. The linear regression analysis indicated that 80% significance was found in the correlations
in normocephalic fetuses (12.9 to 22.6 WPC) and 40% significance in anencephalic fetuses (12.3 to 18.6 WPC)
during the period studied.

The gestational age (WPC) was correlated with the length of the uterus (mm) in the control group (12.9-22.6
WPC) (y=32.44x-2.015) and anencephalic group (12.3-18.6 WPC) (y=39.71x - 3.190). The results showed
that gestational age was significantly and positively correlated with the uterine length of the normal (control) and
anencephalic fetuses. The gestational age (WPC) was correlated with the width of the uterus (mm) in the control
group (12.9-22.6 WPC) (y=19.31x+50.89) and anencephalic group (12.3-18.6 WPC) (y=24.211x - 11.25).
The results showed that the correlation of gestational age with the uterine width of the normal (control) and
anencephalic fetuses was not statistically significant (Fig. 2 and Table 3).

The fetal weight was correlated with the length of the uterus (mm) in the control group (12.9-22.6 WPC)
(y=0.00864x +2.113) and anencephalic group (12.3-18.6 WPC) (y=0.004112x+ 2.646). The results showed that
fetal weight was significantly and positively correlated with the uterine length of the normal group, but not for
the anencephalic group. The fetal weight was correlated with the width of the uterus (mm) in the control group
(12.9-22.6 WPC) (y=0.006672x +2.706) and anencephalic group (12.3-18.6 WPC) (y=0.009322x+2.901). The
results showed that fetal weight was significantly and positively correlated with the uterine length of the normal
group and the anencephalic group (Fig. 2 and Table 3).
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Normal 12.90 58.00 9.00 202 1.99
Normal 13.60 100.00 12.00 287 2.58
Normal 13.80 76.00 11.50 2.10 2.65
Normal 14.50 100.00 12.50 221 249
Normal 14.90 196.00 14.00 332 4.16
Normal 15.10 122.00 12.00 213 351
Normal 15.20 124.00 15.00 2.10 296
Normal 16.60 198.00 17.00 292 342
Normal 16.70 134.00 11.00 261 255
Normal 16.80 140.00 12,50 356 533
Normal 16.80 78.00 9.50 321 3.18
Normal 17.50 142.00 12,50 545 374
Normal 17.50 344.00 19.00 6.36 791
Normal 17.70 144.00 13.00 6.03 5.66
Normal 17.90 30.00 750 286 464
Normal 18.60 306.00 17.00 242 4.14
Normal 18.70 78.00 11.00 292 346
Normal 1920 196.00 16.50 320 4.07
Normal 20.10 262.00 18.00 599 3.68
Normal 21.50 326.00 20.00 549 4.07
Normal 21.70 252.00 17.00 532 4.63
Normal 22.60 348.00 19.50 383 375
Anencephalic | 12.30 30.00 8.00 209 3.16
Anencephalic | 12.30 30.00 7.50 191 254
Anencephalic | 13.60 46.00 10.00 1.88 468
Anencephalic | 14.00 22.00 7.00 3.58 367
Anencephalic 1430 76.00 10.50 221 252
Anencephalic | 14.50 30.00 8.00 L.71 208
Anencephalic | 16.30 34.00 8.00 1.81 422
Anencephalic | 16.50 136.00 14.00 257 3.60
Anencephalic | 17.60 28.00 7.50 5.44 279
Anencephalic | 18.00 188.00 1250 4.46 648
Anencephalic | 18.30 24.00 8.00 417 288
Anencephalic | 18.60 315.00 16.00 3.86 5.13

Table 1. The table shows the different parameters analyzed in the 34 fetuses studied. CRL crown-rump length,
WPC weeks post-conception.

Age (WPC) 22,600 17268 | 17.150 | 2.675 X 15400 | 2307 0.0819
Weight (g) 30.000 348.000 170636 | 141000 |97.074 22.000 315000 | 79917 [32000 | 90.462 0.0017*
8;‘;’"'“’"‘? length 7.500 20.000 13955 | 12.750 | 3.579 7.000 16.000 9750 | 8.000 | 2.943 0.0015*
Uterus length (mm) 2.020 6360 3587 | 3.060 | 1.465 1.710 5.440 2974 | 23% | 1.268 0.1487
Uterus width (mm) 1.990 7.910 3844 | 3710 | 129 2.080 6480 3646 | 3380 | 1.284 0.6004
Uterus length (mm)/

weight () 100 0.791 9533 2695 | 2161 | 1810 1.225 19.429 7493 | 5512 | 6.440 0.0046*
Uterus width (mm)/

weight () 100 1.078 15467 3121 | 2439 | 2924 1.629 16.682 8184 | 9215 | 4.658 0.0013*

Table 2. The table shows the statistical analysis of the biometric parameters studied in 34 female fetuses, 22
normal and 12 anencephalic, aged between 12 and 22 weeks post-conception (WPC). SD standard deviation.
*Significant statistical difference.
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Age (WPC) x weight £=04677 | p=0004 | Significant 0.3101 ! Not Significant
Age (WPC) x CRL r'=03986 |p=0.0016 | Significant r’=0.2426 | p=0.1038 | Not Significant
Age (WPC) x uterus length r'=03507 |p=0.0037 | Significant r’=0.5218 | p=0.0080 | Significant
Age (WPC) x uterus width | £=0.1590 | p=00660 | Not Significant | r*=0.1891 | p=0.1577 | Not Significant
Weight x CRL r'=0.8862 |p<0.0001 | Significant r’=0.8723 [ p<0.0001 | Significant
Weight x uterus length r'=03276 |p=0.0054 | Significant r’=0.08606 | p=0.3547 | Not Significant
Weight x uterus width r'=02499 |p=00178 | Significant r’=04313 [ p=0.0203 | Significant
CRL x uterus length r'=02735 [p=00125 | Significant r’=0.02097 | p=0.6534 | Not Significant
CRL x uterus width r’=0.1572 |p=0.0677 | Not Significant |r’=0.3493 |p=0.0430 | Significant
Uterus width x uteruslength | r*=04607 | p=0.0005 | Significant r’=0.08365 | p=0.3619 | Not Significant

Table 3. The table shows the coefficient and significance of the correlations studied in normal and
anencephalic fetuses.

The CRL (cm) was correlated with the length of the uterus (mm) in the normal fetuses (12.9-22.6 WPC)
(y=0.2142x+0.5989) and anencephalic fetuses (12.3-18.6 WPC) (y=0.06239x +2.366). The results showed that
CRL was significantly and positively correlated with the uterine length of the normal group, but not of the anen-
cephalic group. The CRL was correlated with the width of the uterus (mm) in normal fetuses (12.9-22.6 WPC)
(y=0.1436x + 1.841) and anencephalic fetuses (12.3-18.6 WPC) (y=0.2579x +1.132). CRL was significantly
and positively correlated with the uterine width of the anencephalic group, but not of the normal group (Fig. 2
and Table 3).

Discussion

In normal fetuses, GnRH-containing neurons are present in the human brain at the end of the first month of
pregnancy?”. Hypophysis is able to synthesize gonadotropins from at least 9 weeks of fetal life***, so the release
of gonadotropins into the fetal circulation can be demonstrated by the beginning of the second trimester. Cir-
culating luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating hormone (FSH) levels were significantly higher in
female than in male fetuses at mid-gestation®.

Differentiation of the genital tract depends on metabolic pathways initially orchestrated by the presence/
absence of the SRY gene and by the action of anti-Miillerian hormones (AMH) and testosterone. Thus, it is
expected that a female embryo, genetically XX, will not susceptible to the direct action of anti-Miillerian hor-
mones (AMH) and testosterone.

Fetal ovaries are unable to secrete AMH, but their ovarian expression can be detected by immunohistochemis-
try at the time of the third trimester, suggesting that AMH plays arole in ovarian development as early as the fetal
period!®?. Circulating FSH concentrations in female fetuses are high at mid-gestation, then decrease to low levels
at birth, but transiently increase again during postnatal pituitary activation®’. In premature girls, extremely high
postnatal levels of FSH have been described, indicating an alteration in pituitary-ovarian function in infancy?*.

In this sense, since the exposure of the central nervous system to amniotic fluid causes irreversible damage to
the encephalic tissue, we could assume that the primary hormonal axis would be compromised in anencephalic
fetuses, which could reflect the abnormal development of the reproductive organs"?.

This correlation would be more assertive for male fetuses since the fetal ovaries are not thought to play any
part in female sex differentiation, because they secrete little estrogen, even though follicles begin to develop at
about 16 weeks and primordial follicles containing granulosa cells are present by 20 weeks'. It has been described
that female external genitalia development is not subject to fetal gonadal hormones as in male fetuses™-".

In male fetuses, the comparative study of the development of the genital tract of normal and anencephalic
fetuses has been conducted over the years. Zondek & Zondek, during the 1960s, observed that the prostate
showed marked, and in some instances extreme, metaplastic changes, sometimes even surpassing the appearance
in normal controls”. In another paper, those researchers noted that the volume of the testis was smaller than that
of controls with similar periods of development'2.

In our department, Pires et al. observed that the testicular volume of anencephalic fetuses did not increase
with fetal age, and developed more slowly than in normal fetuses. On the other hand, the same research team
did not observe significant differences in development of the prostate in fetuses with anencephaly®’. In the same
sense, Carvalho and colleagues, using histological and immunolabeling techniques, concluded that anencephaly
does not cause structural alterations in the fetal penis®.

As for the female fetuses, Baker and Scrimgeour demonstrated that gonadal development was almost identical
in the ovaries of anencephalic and control fetuses*’. Zondek and Zondek reported a different result, suggesting
that the volume of the ovary in anencephalics was larger than that of the controls up to 36 weeks of gestation and
somewhat smaller in the last month of pregnancy; with no marked degree of hypoplasia'.

Previous data from our department showed no differences in vaginal morphology, but the vaginal length
and width were smaller in the anencephalic group during the second trimester of pregnancy''. Changes were
perceived in relation to the external genitalia, with anencephalic fetuses tending to have more rudimentary
external genitalia, with a reduction in anatomical distances from some reference points: length and width of the

ScientificReports|

(2022) 12:14051 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-18431-1 nature portfolio

70



www.nature.com/scientificreports/

71

A e B Uterus
Age (WPC) x Uterus width (mm) Age (WPC) x Uterus length
8
*  Normad (control) e Normal (control)
- : £ =01500 = = 03507
] p = 00660 § P 00037
- . Not S.gretcart g Sqgnacant
§ ™ y=19.31x+ 5080 y=3244x-2015
H . i . *  Anencephalc Anencephalc
§ 4 .5 '\_' . 701801 - 8 .
5 2 ¥ Not Signitcant Sontcart
J y®2421x-1125 o y =39 71x-3.190
10 15 » 2 10 15 P
Age (WPC) Age (WPC)
(o3 Vterus D Wervs
Weight (9) x Uterus wedth (g) Weight (g) x Uterus Length (mm)
84
== Normal (control) — Norma (control)
3 . F v 0209 =
E p= 00178 ! :::::
g : s?:;:’ 2700 H o
y ™ ¥ y = 0.008640x + 2.113
—— Anencephaic M Anencephakc
5 Froqn ; # = 0.08006
2 p* 0020 3 P 03547
Sigrtcant Not Sgncant
o+ v v . ¥ * 0.000022x + 2001 ° v v y = 0.004112x + 2646
o 100 200 300 400 100 200 300
Weight (9) Weight (g)
E Uterus F Uterus

Crown.rumg Length (cm) x Uterus Wideh (mm)

*  Normad (control)

Crown-rump Length (cm) x Uterus Length (mm)

= Noemal (control)

B 01872 - Fe02ry
i . p= 00877 l . o* o 00128
< & Not Signicant = . . A Sonscant
E ¥ * 0 14300 +1 841 i y * 0.2942x +0 5089
X A s . ot
- ¢ .08 : = 002007
P00 pe08sM
Sgncart Not Sondcant

EE)
Crown-rumg Length (cm)

y = 0257 41142

° s 1 18 2
Crown—sump Length (cm)

¥ * 0.06230x + 2 208

Figure 2. The figure shows the linear regression analysis comparing the biometric data of the uterus with fetal
age (WPC), weight (g) and crown-rump length (cm). (A) Uterus width x fetal age: the linear regression analysis
shows non-significant correlation between fetal age and uterine width in normal and anencephalic groups; (B)
uterus length x fetal age: the linear regression analysis shows a significant and positive correlation between fetal
age and uterine length in normal and anencephalic groups; (C) uterine width x fetal age: the linear regression
analysis shows a significant and positive correlation between fetal weight and uterine width in the normal and
anencephalic groups; (D) uterine length x fetal weight: the linear regression analysis shows a significant and
positive correlation between fetal weight and uterine length in the normal group, but not significant in the
anencephalic group; (E) uterine width x crown-rump length: the linear regression analysis shows a significant
and positive correlation between fetal weight and uterine length in the anencephalic group, but not significant in
the normal group and (F) uterine length x crown-rump length: the linear regression analysis shows a significant
and positive correlation between fetal weight and uterine length in the normal group, but not significant in the
anencephalic group.

clitoris, length and width of the vaginal introitus, and distance between the labia majora and the clitoris-anus
distance. Despite these findings, there was no significant change in the distance between the vaginal opening
and the anus of these fetuses'’.

Comparative studies of the uterus between normal and anencephalic fetuses are scarce in the literature.
Zondek and Zondek evaluated genital structures of female anencephalic fetuses, stillborn in the third trimester.
Their histological investigation demonstrated normal uterine development, with vascular, stromal and glandular
proliferat;?’n, glandular secretion present in varying degrees, and full development during the last month of
pregnancy™’.
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The present paper reports the first normative parameters of uterine development during the second gestational
trimester in human fetuses. The statistical analysis of our measurements indicates that the uterine diameters were
different between the evaluated groups. The measurements of the uterus were significantly greater in anence-
phalic group and the linear regression analysis indicated that 80% significance was found in the correlations in
control group and 40% significance in anencephalic fetuses but without statistical difference in the uterine width
and length growth curves during the 2nd gestational trimester. We can speculate that NTDs could have impact
on uterine development during the human gestational period probably because of commitment of the primary
hormonal axis in anencephalic fetuses and the consequent alteration in the growth of organs of the genital system
in fetuses as evidenced in previous studies*'’. However we need more studies including ultrastructural and
sophisticated histological analysis, providing better assessment of these changes in fetuses of the 3rd gestational
trimester to support this hypothesis.

Uterine development could be influenced by other factors independently of anencephaly. It is assumed that the
Vangl2 gene is vital for neural tube closure (mainly a recessive effect) and independently for female reproductive
tract development (a dominant effect). In a previous experimental study, heterozygotes for the Vangl2-Lp muta-
tion develop mild spinal neural tube defects but also show a high frequency of imperforate vagina™. Moreover,
it is important to make clear that the case of Vangl2 mutants in mice is just an example, where the primary NTD
effect appears separate from the effect on the female genital tract. There may well be other genes or environmental
factors that also have a similar effect.

Some limitations of our study should be mentioned: (a) the unequal WPC of the anencephalic fetuses and
the control group; (b) the lack of 3rd trimester fetuses to confirm the uterine growth pattern in the two groups
studied; (c) the lack of uterine histopathological analysis in our sample; (d) the small sample size (however,
anencephalic fetuses are rare, so the observations of a small sample are still relevant); and (e) measurement of
uterine biometric parameters by a single observer, potentially leading to measurement bias.

Conclusions

The comparative study of uterine dimensions between normal and anencephalic fetuses indicated differences
between the two groups. The measurements of the uterus were greater in anencephalic group but there are no
difference in the uterine width and length growth curves during the period studied. Further studies are required
to support the hypothesis suggesting that anencephaly may affect uterine development during the human fetal
period. We reiterate that the translational aspects of the anencephalic model are promising in the fields of embry-
ology, fetal medicine, neonatology and pediatric urology.
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INTRODUCTION

The presence of endometrial glands and stroma outside of their normal anatomic location
was first described by Rokitansky in 1860(1), and the first publications on this topic are about to
complete their first centenary. In 1921, Sampson described the hemorrhagic chocolate cysts(2)
and a few years later, in 1925, coined the name endometriosis(3). The disease is now understood
as the presence of endometrial glands and stroma outside the uterine cavity.

According to epidemiological researches, the general prevalence is usually estimated to
be 10% among women who are fertile(4) and despite the fact that it can afflict youngsters(5,6),
the highest occurrence is often documented between the ages of 25 and 35 years of age(7,8). The
average annual incidence rate is about 7.2 per 10,000(9) and although this data may have
variations, patterns show a reduction following the end of women's reproductive age, with a drop
just after the age of 45(8).

Usually related to pain, menstrual disorders, and infertility, it is a disease that can show
up in different ways. It has the potential to stand as superficial implants on the peritoneal surface,
been ovarian cysts called endometriomas or advance as lesions that infiltrate the muscularis
propria of surrounding organs or even penetrate the peritoneal surface by more than 5 mm. Of
these three possible phenotypes, this last one is the most aggressive; known as deeply infiltrating
endometriosis (DIE) it is typically, but not solely, found in the pelvic compartment (10).

The anatomical obviousness would make the naivest observer relate this entity only to
gynecology. Endometriosis is highly unpredictable and can manifest in the most random
locations including head(11,12), thorax(13-16), extra-pelvic abdominal organs(17-22) and the
abdominal wall itself(23,24). This wide range brings the newbie back to the real world, but it
must be said that atypical DIE mostly affects the gastrointestinal and urinary tract(25). In this
way, care will be better guided by a team composed by a gynecologist, coloproctologist/digestive
system surgeon, and urologist. The purpose of this article is to describe urological knowledge

and tools applied to diagnosis and surgery in deep infiltrating endometriosis.
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METHODS

In this study we carried out a review about the urological knowledge and tools applied to
diagnosis and surgery in deep infiltrating endometriosis. We analyzed papers published in the
past 20 years in the databases of Pubmed database (US National Library of Medicine, Bethesda,
Maryland), Embase and Scielo, found by using the following combination of MeSH terms was
used: (‘endometriosis’) AND (‘urology’ OR ‘urological’ OR ‘urologist’) AND (‘bladder’ OR
‘vesical’) AND (‘ureteral’ OR ‘ureter'). The linked articles algorithm on Pubmed was used to
identify English language and peer-reviewed journal articles published.

Original articles related to diagnosis, papers describing anatomy issues of the pelvis
related to urological organs, descriptions of surgical techniques and outcomes were included if
based on urinary tract matter. Clinical studies on complications functional urogenital disorders in
endometriosis have also been analyzed. Studies with the following designs were included:
randomized clinical trials, pre-post intervention studies and observational (cohort and case-
control) studies assessing women of reproductive age with DIE involving urological structures.
Clinical studies of non-urological complications were excluded. Related documents with
communications in congress, reviews, opinions, case reports and case series with less than 10
patients have been also excluded. No attempt was made to identify the “gray literature”. After
screening, articles were first considered eligible by their title and abstract. Records were then
evaluated in full articles before being included to the qualitative synthesis group. Bibliographies
of essential articles were also studied to find papers of additional interest. PRISMA guidelines
were followed during the selection process(26).

Authors provide sample imaging from his own database in support of the data found.
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RESULTS

A total of 105 articles were identified as potentially relevant. In the first hand, 24 papers
were excluded for being written in othan languages than English, of these four were case reports,
one reported case with less than ten patients enrolled and one was a literature review. The
following criteria disqualified English-language papers that did not meet the inclusion
requirements. In this sense, 20 case reports—of which half had videos attached—were
disregarded. Six studies reported series of cases involving less than ten participants, thus these
were also eliminated. Sixteen studies were pure literature reviews; thus, they were eliminated.
Finally, five publications describing expert opinions were disqualified according to the
requirements. The flow diagram is depicted in Figure 1.

Considering the 34 publications selected, we organized the content by research design
and issues pertinent to the prognosis of deep infiltrating endometriosis. Our search yielded three
retrospective studies and two prospective cohort studies that assessed radiological diagnostic
techniques. One of them also analyzed the cystoscopy as a diagnostic tool and other three
retrospective studies have detailed this endoscopic route employment. Three of those diagnostic
studies also reported on clinical patient outcomes. Seven cohort studies, twelve retrospective
analyses, and nine case series reported surgical procedures and/or clinical outcomes. There were

no randomized clinical trials found, only observational research.

Descriptions of the radiological diagnostic techniques

Three of the five investigations on the radiological diagnosis of DIE included
ultrasonography (US), while the other two involved magnetic resonance imaging (MRI).

The accuracy of transvaginal ultrasonography (TVUS) in predicting detrusor infiltration
and ureteral meatus involvement in individuals with bladder endometriosis (BE) was examined
by Ros and colleagues in 2021 TVUS detected bladder wall BE nodules and accurately predicted
cystoscopic results in their sample; 21 of 22 women had uninvolved ureteral orifices at least 10
mm from the BE nodule (TVUS sensitivity, 95%). Authors concluded that cystoscopy may be

unnecessary for partly muscular nodules seen at TVUS, as the example in Figure 2. Having said
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that, the researchers are aware of the limited statistical power of their findings related to the
reduced number of participants enrolled (27). Years before, in a retrospective study, Hudelist et
al. could evaluate the TVUS for preoperative detection of BE in a larger sample of which fifty of
207 patients with DIE had urinary endometriosis, including 30 patients with BE and 23 women
with either isolated or multiple hydronephroses. TVUS was able to find bladder endometriosis
with a sensitivity of 93%, a specificity of 99%, a positive and negative predictive value of 99%

and 97% respectively and a test accuracy of 98.6%(28).
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Figure 2 — Nodule (arrowhead) identified at transabdominal US (A). Transvaginal US (B) was
able to demonstrate bilateral urethral patency using doppler (arrows) despite the proximity to the
nodule (arrowhead). Laparoscopic view (C) of the nodule (arrowhead) and bladder trigone

(asterisk) just before partial cystectomy.

These authors' findings are in line with the conclusions of a cohort study conducted in
2015 by Pateman and coworkers who highlighted that US is an accurate test to diagnose urinary
tract involvement in women with suspected pelvic endometriosis. Over the course of 14 months
these researchers followed 848 women with chronic pelvic pain whose suspicion of DIE was
raised. One major concern of these researchers was to evaluate the effects of DIE on the upper
urinary tract. So, in addition to USTV patients also underwent sonography of their kidneys.
Given the service's tertiary nature, an unexpected epidemiology was found. US was able to show
endometriosis in 335 women (39.5% 95% CI 36.2-42.8). Bladder seeds were observed in 6
women. Three patients had both, ureteric and bladder endometriosis. All bladder nodules were

attached to the anterior uterus, above the trigone, medial to the ureters and distant from ostia;
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three were in the midline, two were to the left, and one was to the right. Ureteric endometriotic
lesions were seen in 14 cases (8 on left, 6 on right). Of those fourteen women with ureteric
involvement, two were referred to that specialized unity due to previous known hydronephrosis.
The further statistical analysis was then made with a sample of 12 patients. Ten of these 12
subjects had ipsilateral upper urinary tract dilatation on transabdominal US and the other two
women had distal ureteric distension without hydronephrosis. Pre-operative sonography for
ureteral DIE showed a sensitivity of 92.3% (95% CI 63.9-99.8), specificity 100% (95% CI197.6—
100), PPV 100% (95% CI 73.5-100), and NPV 99.3% (95% CI 96.3-99.9%)(29).

Despite the previously demonstrated high statistical yields of ultrasonography, the
recognition of a urinary tract lesion or distortion is simply a first step that alerts the surgeon to
the disease's complexity. Data from Patemans’s paper has shown that almost 58% of woman
with endometriosis had lesions at two or more different locations using sonography (29). In this
scenario, an MRI will then be critical to obtain a greater understanding and plan for the future of
the procedure, since a US alone may not quite enough.

Our search identified a retrospective study that evaluated the performance of MRI in
locating endometriosis implants within the bladder wall with assessment of ureteral orifice
extension using surgical findings as standard of reference. Researchers from academic medical
centers had 39 exams by two senior members of the team. The mean size of the endometrioid
foci was 30 £ 7 [SD]mm (range 19—41 mm); 56% were found in the median of the bladder wall,
26% left sided and 18% right sided. Still on the location of the lesion, 87% endometriosis
implants were present in the two anterior thirds of the dome (sensitivity 100%; specificity 83%,
accuracy 97%), 79% extended or were present in the posterior third pouch (sensitivity 100%;
specificity 88%; accuracy 97%) and 64% extended into the bladder base (sensitivity 90%;
specificity 87%, accuracy 89%). No extensive nodular endometriosis orifice infiltration was
reported. The mean distance measured from the implant to the ureteral orifices was 9 + 9 [SD]
mm (range: 0-28 mm) at right, and 12 + 12 [SD] mm (range: 0—55 mm) for the left one. Nine of
these 25 patients with bladder base involvement, had a zero-distance reported between
endometriosis implants and ureteral orifices, all but one presenting with low-to-moderate bladder
volume repletion; only two of those nine women had ipsilateral ureteral dilatation on MRI. In
addition to demonstrating the high accuracy of the method, Rousset et al. point out that adequate

bladder filling, as shows Figure 3, is needed to improve appropriate estimate of the distance
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between endometriosis implants and ureteral orifices to better predict requirement of ureteral

resection-reimplantation(30).

Figure 3 — MRI shows DIE at the posterior aspect of the bladder (arrows), in the trigone closer to
the right ureteral ostium. MRI sequences are T2-weighted at images A, E (sagittal plane) and B
(axial plane). MRI sequences are T1-weighted at images C (sagittal plane) and D (axial plane).
Late MRI sequence was performed (E) to allow bladder distension (note the bladder hypointense
signal intensity related to Gadolinium contrast media), improving the lesion - ureteral distance

measurement. There is muscle and mucosal infiltration.

The importance of standardizing MRI studies highlighted by the previous author was also
mentioned in a cohort study identified in our search. According to Bielen and colleagues, the
capacity to determine the involvement of an organ system is highly dependent on the techniques
adopted. In a tertiary care academic center 74 women were enrolled and the accurateness of the
preoperative examination of specific organ systems using TVUS, double-contrast barium enema
(DCBE), intravenous urography (IVU), and MRI was assessed. Regarding the urinary tract, the
bladder involvement was detected in 10 individuals during laparoscopy. This was determined
accurately by TVS in six individuals; however, the invasion depth was wrongly calculated in

several instances (muscular vs submucosal or vice versa). However, the involvement of the
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bladder wall was appropriately identified on MRI in just two cases and was underestimated in
one patient. Ureteral invasion was evaluated with IVU and MRI. The assessment of DE lesions
in ureters was correct in 89,2% of patients based on IVU and 91,9% based on MRI. Pelvic
ureteral encasement (i.e. narrowing with smooth wall lining) was not present in any of the
patients at laparoscopy, though it was suggested in two patients based on IVU and/or MRL
Pelvic ureteral displacement was present in 28 patients and was detected by IVU in 57.1% of
patients while MRI detected the displacement in an additional nine patients, resulting in a

detection score of 89.3%(31).

Descriptions of the endoscopy diagnostic techniques

At the previous session, data from Ros et al. were brought; in their institution, flexible
cystoscopy was performed as routine for all women with with US suspicion of BE affecting the
bladder muscular layer. In their study, was concluded that cystoscopy may be unnecessary for
partly muscular nodules seen at TVUS(27), but authors cites a publication in which recognizes
that for infiltrative BE nodules, cystoscopy is able to detect the distance from the BE nodule to

the ureteral meatus and the trigone(32), as demonstrated in Figure 4.
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Figure 4 — Cystoscopy shows bladder trigone (A), left (B) and right (C) ureteral ostia, left (D)
and right (E) lateral walls free of lesions. A nodule (arrow) measuring approximately 1.5cm was
found on the posterior wall of the bladder (F and G) at approximately 9mm from the right
ureteral orifice and 11mm from the left ureteral orifice; bladder projection (arrowhead) suggests

thickening of the left (H) and right (I) round ligaments.

In a retrospective study which enrolled 22 patients, Schneider et al observed internal
bladder endometriosis in 15 women (68,1%), cystoscopy revealed that its location was at the
dome in nine patients (40.9%), at the base in five patients (22.7%), and multifocal in one patient
(4.5%). In the same population, IVU only suggested the disease in four cases (18,1%). They
quote a traditional statement from the literature on the subject that reminds the reader to repeat
cystoscopy at different times of the menstrual cycle, since endometriosis is best diagnosed before

and during menstruation. Their study shows that cystoscopy is important for the potential
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diagnosis of DIE, the authors make it clear that the macroscopic aspect is not pathognomonic,

even in cases as shown in Figure 5 (33).

Figure 5 — Bladder infiltrative lesion at the bladder trigone (A), 1.5 cm far from left ureter orifice
(B); right ureter orifice (C) with infiltrative lesion. Upon vaginal examination, it was possible to

perceive the presence of a palpable intravaginal nodule, adhering to the right intramural ureter.

Antonelli and cols. analyzed their database and found 1242 patients with surgically
proved diagnosis of endometriosis within ten years; it was found that 31 patients (2.5%) had
urinary tract involvement. The bladder was affected in 12 patients, the ureter in 15, and either the
bladder or the ureter in 4. Cystoscopy in all cases with bladder endometriosis and found the
typical bluish irregular submucosal lesion on the dome (8 patients) or base (8 patients) of the
bladder. Of the 16 cases in which cystoscopy corroborated the diagnosis of BE, transurethral
endoscopic resection was performed in two patients with mean lesion size of 1.9cm, both women
had bladder recurrence. Six individuals received open partial cystectomy and mean lesion size
was 3.5cm; four cases were treated with laparoscopic partial cystectomy and mean lesion size
was 3.6cm. Three patients underwent ureterocystoneostomy and partial cystectomy, bladder
mean lesion size was 1.5cm. One woman was treated with laparoscopic bilateral ureterolysis and
partial cystectomy, the lesion measured 3cm. None of these 14 subjects faced bladder recurrence.
In face of their findings Antonelli et al. states that cystoscopy is advisable in women affected by
endometriosis complaining LUTSs or haematuria; and reinforces that an ultrasonographic study
of the upper urinary tract should be performed in all patients with pelvic endometriosis, even in

the absence of urological symptoms(34).
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By furthermore to the preoperative diagnostic, cystoscopy was found as an intraoperative
method for bladder and ureteral evaluation. Some authors advocate the employment of
cystoscopy during hysterectomy for benign causes as a tool for the prompt diagnosis of potential

iatrogenic damage as perceived in Figure 6 (36,37).

Figure 6 - Cistoscopy identifies bladder endometriosis (arrow) and thermal injuries related to

hysterectomy (arrowhead: damage to the inner layer of the muscularis; asterisk: mucosal

damage).

Oliveira et al described the perioperative cystoscopy in 47 patients just after pelvic
surgeries, 26 women (55%) had laparoscopic hysterectomy and 21 (45%) underwent bladder
endometriosis nodule resection; among these last, 13 patients had the shaving dissection (without
the need to open the mucosa, but with detrusor suturing) and 8 patients underwent partial
cystectomy. This cystoscopy was performed under CO2 filling with constant pressure of 8

mmHg and flow of 1L/min; as demonstrated in Figure 7, kindly provided by Dr. Oliveira.
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Figure 7 — CO2 cystoscopy using a laparoscopic insufflator at pressure of SmmHg (arrow), flow

rate at 1L/min (arrowhead); urine jet identified (asterisk).

86



263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

13

Regular cystoscopy filling the bladder with saline solution may impose some difficulty to
jet identification due to the urinary density and the use of dyes may cause adverse. This
cystoscopy using CO2 allows the evaluation of the anatomy of ureteral orifices, the presence of
ureteral jets and the integrity of bladder walls, with the same acumen as the regular fashion; the
mean time between the onset of the cystoscopy and the observation of bilateral jets were 145
seconds, suggesting their patency. In face of their findings, Oliveira and colleagues stated that

the cystoscopy technique using CO2, was fast, easy, safe and efficient (35).

Descriptions of the surgical procedures and clinical outcomes

Six of the publications selected for the aforesaid purpose described diverse etiologies
and/or therapy of urinary tract lesions. All these resources reported endometriosis, but without
pushing our topic. Due to its worth, certain findings were brought to this study.

In a cohort study, Dallas et al analysed a sample of 296,130 women who underwent a
hysterectomy procedure for benign conditions, which 18.8% were related to endometriosis.
When such diagnosis was present, genitourinary injuries happened in about 2.3% of the women
demonstrating an increased likelihood (OR 1.46; 95% CI 1.36-1.56) of a genitourinary injury
occur, with a delayed diagnosis happening in about 20.6% of the cases(36). These results was in
accordance with a retrospective performed by Wallis and colleagues who similarly, found that a
primary post-operative diagnosis of endometriosis was associated with a significantly increased
risk (OR 1.92, 95% CI 1.68-2.19) of urinary tract injury(37). Johnston et al. reported that 28% of
their 1265 laparoscopic procedures were for endometriosis treatment, but happening only two
urinary tract damages(38). With a smaller sample, Siow et al studied 495 cases of laparoscopic
hysterectomy, 25,1% due to endometriosis; urological lesions were found in 1.6% of patients;
authors suggests that the most likely aetiology was thermal damage from electrocautery used to
secure haemostasis of the uterine artery pedicle and consider the endometriosis as one of the risk
factors related (39). Inadvertent electrical conduction between instruments and tissues can also
occur (Figure 8) and, when identified, should lead to revision of the affected tissue, as well as

strict follow-up of the patient in the postoperative period, given the risk of late leakage.
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Figure 8 — Eletrical conduction between monopolar scissor and grasper (arrow) during

lymphadenectomy step. Grasper is pulling the ureter (arrowhead) away from the dissection area.

Two case series documented ureteral stricture surgery for distinct causes. Five of our 44
patients experienced endometriosis-related ureteral stricture, similar to that shown in Figure 9. In
four patients, the distal constriction was treated by ureteroneocystostomy (UNC) with a Boari
flap and two with UNC with the psoas hitch approach. UNC with a Boari flap was used to treat
an 80mm lesion in the middle-inferior ureter transition. Both strategies work long-term without
concerns (40,41). This favorable outcome was also observed in a cohort study by Carmignani et
al, who evaluated thirteen patients with deep endometriosis and ureteral involvement and
concluded that the combination of bladder psoas hitch, ureteral resection, and

ureteroneocystostomy had no negative effect on urodynamic parameters(42).
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Figure 9 - Double endoscopic view of an extrinsic endometriotic lesion at the distal right ureter.

A nitinol guidewire was used to allow safe progression of the semi-rigid ureteroscope as shown.
The arrow shows laparoscopic aspect of the endometriosis and the arrowhead shows the ureteral
distension above the stricture point. Uterine artery, marked with asterisk, was ligated with

Hem’O’Lock clips.

In order to increase understanding of the uro-neurology interaction, Chiantera et al.
presented the use of neuronavigation methods for the treatment of deep endometriosis in a
retrospective investigation. Involvement of deep lateral tissues was detected in 40% of women
with central pelvic lesions and in 72.7% of patients with involvement of the hypogastric plexus.
The authors conclude that complete laparoscopic excision of endometriosis tends to reduce
recurrence rates without increasing surgical morbidity(43).

Twenty-two studies provided relevant evidence that primarily highlighted the proposed

issue; however, the non-uniform description of clinical information, treatments, and results
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hinders the detailed analysis of the pooled data. Two of those papers referred exclusively to
ureteral endometriosis.

For the treatment of bladder endometriosis, the techniques described were transurethral
endoscopic resection (TURB), partial cystectomy with mucosal preservation (shaving) and
partial cystectomy. Partial cystectomy was the most common surgical treatment for
endometriosis of the bladder, as reported in twenty studies. A total of 1,355 patients were
enrolled, and in addition to several further uretheral procedures, 598 partial cystectomies
(44.13%) were done.

The use of TURB was documented in six studies with a total of 149 bladder
endometriosis patients, and thus the endoscopic approach was adopted in 35% (52 patients).
Recurrence was identified in 24 women, which corresponds to an estimated recurrence rate of
46.15%. Data are described in table 1. The National Survey conducted by Hirata and colleagues
stands out among the reported research; which cumulative recurrence rates were considerably
greater with TURB than with partial cystectomy under statistical significance (p < 0.05).

In several investigations, exeresis of bladder nodules maintaining the mucosa was also
documented. This method has also been referred to as bladder shaving and bladder skinning, as

demonstrated in the following series at Figure 10.

Figure 10 — Image A shows bladder after laparoscopic resection of endometriosis, highlighted in
yellow at Image B, the area delimits the resection performed up to the mucosa and marked in red
at image C, we demonstrate the bladder resection in which it was possible to preserve the muscle

layer.

90



351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

361
362

363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375

17

As described by Darwish et al., this technique begins with a detrusor incision around the
bladder lesion, followed by dissection to the nodule's macroscopic limits in the depth, and as
resection appears complete prior to opening the bladder, muscular suture in one layer to reinforce
the bladder wall is then performed(49). With data presented in table 2, by examining these
publications, there have been 109 people with vesical endometriosis; and 44 of them had bladder
shaving, which corresponds to about 40.37 percent of cases; just one patient out of 44
experienced recurrence, which amounts to 2.27%. In these areas of weakening of the full

thickness of the bladder, reinforcing suture is suggested, as shown in Figure 11.

Figure 11 — Cystorrhaphy line (arrowhead) demonstrated by laparoscopy at Image A and by
cystoscopy (arrow) at Image B. Bladder filling during cystoscopy also makes it possible to assess

the watertightness of the suture performed.

Ureteral involvement by endometriosis foci may need various types of surgery; among
the publications assessed, less invasive resection procedures such as ureteroscopic approaches to
simple ureterolysis (N = 282), progressing to segmental ureterectomy with end-to-end
anastomosis (N = 70), UNC as Lich-Gregoir or Politano-Leadbetter (N= 271), UNC with Boari
flap (N = 4), and UNC with psoas hitch (N = 17). Some combined procedures have been
described, one ureteric stump was resected and a bladder cuff, two PC with ureterolysis, four PC
plus ureterectomy with end-to-end anastomosis and four PC added to UNC as Lich-Gregoir. Six
nephrectomies were performed due to loss of renal function related to ureteral obstruction by

endometriosis.
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DISCUSSION

Endometriosis reveals itself in a variety of clinical manifestations, and the urologist is
rarely the first health care provider to interact with the patient. Menstrual disorders, chronic
pelvic pain, and infertility are typically incorporated into the differential diagnosis for
endometriosis. The combination of symptoms and signs enables us to properly demand imaging
studies. As shown in the literature reached, sonographic evidence can eventually be used to make
a presumptive diagnosis of the condition and evaluate the upper urinary tract; however, MRI
scans are most often robust for the nonsurgical diagnosis of endometriosis.

However, if the patient discloses symptoms of the lower urinary tract during the interview
and radiological findings corroborate the diagnosis of endometriosis, an urological consultation
is required. Urodynamic and endoscopic examination may be requested in this case.

Researchers found that 96.7% of patients in a prospective study with 30 patients had one
or more abnormalities at urodynamic examination; and those women with anterior compartment
endometriosis had increased bladder sensation (90.0% versus 45.0%, p=0.024) and painful
bladder filling (70.0% versus 30.0, p=0.04) compared to patients with posterior endometriosis
only(53). In line with the results of this study, another team of investigators accessed data at a
considerably larger population of 138 women with radiological diagnosis of endometriosis and
found that the harm of the bladder was a statistically significant independent predictor of low
bladder compliance, whereas endometriosis in the parametrium was a statistically significant
independent predictor of both abnormal residual urine and bladder outlet obstruction (54).

Even though it is invasive, cystoscopy is inexpensive, useful for estimating the distance
between ureteral orifices and nodule boundaries and may allow biopsy if necessary. However,
due to the intraperitoneal origin of the nodule, traditional outpatient cystoscopy is more usually
normal; in only half of the instances, a classic adenomatous and nodular red or bluish mass
expansion is visible, and ulcerations are more rarer (27,46). In this sense, cystoscopy under
sedation concomitant with physical examination of the pelvis, including bimanual palpation of
the bladder, has been proposed to improve the accuracy of the method. By using this dynamic
cystoscopy in a study of 157 participants, researchers perceived that the test's had a high
specificity (97,78%) and low sensitivity (58.21%) with substantial positive predictive value

(95.12%) and negative predictive value (75.86%); this study has also shown that abnormalities
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during dynamic cystoscopy were associated with a higher ratio of bladder surgery for the
treatment of deep endometriosis, and typical findings involving the mucosa tends to be
associated with a higher ratio of partial cystectomy(55).

Depending on where the endometriotic lesions are located, deep pelvic endometriosis is
anatomically classified as anterior, middle, and posterior compartments. The anterior
compartment is the region just posterior to the pubic symphysis, where endometrial implants
may happen within the vesicouterine pouch, vesicovaginal septum, bladder, and ureter. The
middle compartment consists of the uterus, fallopian tubes, ovaries, mesovarium and broad
ligaments. The posterior compartment is located between the posterior vaginal wall and the
anterior rectal wall, it consists of the rectovaginal pouch, rectocervical space, the rectovaginal
septum, uterosacral ligaments (USL), as well as the rectosigmoid (56). Disease distribution may
also be classified as: Central Pelvic Endometriosis (CPE) when DIE involved one of these
anatomic sites: cervix, vagina, uterosacral ligaments, rectum, bladder and pelvic peritoneum;
superficial Lateral Pelvic Endometriosis (SLPE) when parametria, ureters or hypogastric plexus
were involved; deep Lateral Pelvic Endometriosis (dLPE) in presence of sacral plexus and/or
sciatic nerve infiltration(43).

The frequency of urinary tract involvement due to DIE may reaching numbers as high as
52.6% as found in our search(57).The bladder is the most frequently affected organ in the urinary
system and the endometriotic foci are usually found at the dome but it may extend to its base and
even get close to the ureteric ostium (30,31). During laparoscopy surgeries, a cystoscopy may
assist partial laparoscopic cystectomy with a light-to-light methodology which enables
appropriate intra- or extravesical detection of lesion boundaries(58). It may permit a sparring
surgery in an effort to proceed the partial cystectomy or even a bladder shaving as described by
Darwish(49). Still debating about minimally invasive approaches, the ureteroscopy may also be
useful if ureteric lesions are presumed or suspected. Freire et al. reported 3 endoscopic
management of ureteral lesions(45); in the same sense, Kumar described the diagnosis of DIE of
the ureter in one patient of his sample(47).

In the pelvis, endometriotic lesions are more frequently observed in the posterior
compartment and on the left side(59). The uterosacral ligament and rectum are the most affected
structures(43). The sigmoid colon promotes retrograde menstrual fluid stasis on the left,

sheltering and inhibiting endometriotic cell diffusion from the left hemipelvis; hence, the left
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ureter is more often implicated than right, as shown by Ceccaroni et al. in his cohort study which
found 151 patients with unilateral ureteral stenosis, 39 patients in the right ureter and 112
patients in the left(60). These lesions usually occur above the ureterovesical junction, where the
ureter crosses the uterine artery. Large paracervical or pararectal lesions larger than 2 cm may
involve the ureter(61),

An extensive ureteral involvement by DIE can result in hydronephrosis and
asymptomatic loss of renal function, as demonstrated by Antonelli et al, who performed two
nephrectomies for end-stage renal atrophy(34) and by Freire et al, whose of patient populations
with ureteral involvement had hydronephrosis, of which 41.2% (7/17) had partial and 17.7%
(3/17) had total loss of renal function(45).

The surgeon who intends to act on the pelvis must comprehend ureteral fragility. This
retroperitoneal tubular structure is harmed more frequently during gynecological pelvic
operations(36,37,39). Not even the preemptive stenting is able to avoid harm as described by
Siow et al. which states that the presence of the ureteric stents may actually make the ureter less
pliable and more rigid thereby increasing the risk of injury during dissection to mobilise it(39).

The initial anatomical landmark in the systematic surgical treatment of endometriosis is
the cranial pelvic point close to the promontory, below the split of the cava and aorta into iliac
vessels. Access to the left ureter begins with sigmoid release from parietal peritoneal adhesions.
Identification of the left ureter in the retroperitoneum in a healthy area, typically crossing the
common iliac artery, enables ureterolysis in a distal direction, clearing the lateral aspect of the
organ from the uterosacral ligament and the peritoneum of the ovarian fossa, which are
frequently affected by endometriosis foci. Returning to that initial landmark, usually crossing the
external iliac artery, we can find the right ureter covered by peritoneum; and as with the
contralateral one, the release of adhesions and endometriotic foci from the ovarian fossa and
uterosacral ligament allows safe mobilization of the ureter. Ureterolysis of the medial face
should be avoided since the vascularization of the distal portion may be compromised. Among
the enrolled manuscripts, some provided a comprehensive explanation of surgical steps, with
special mention to Abo et al., Darwish et al., and Maida et al.; the last adds supplemental video
content to the papper.(49,50,62)

Although they are extra-peritoneal structures, deep infiltrating endometriosis can harm

the pelvic nerves. While this is not a signaling route unique to the urinary tract, it is imperative
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that the urologist be familiar with the treatment and dissection of these structures since those
nerves are necessary for the proper functioning of the lower urinary tract.

The surgical systematization of the pelvis enables the intraoperative identification of
neural structures based on knowledge of anatomical landmarks. On occasion, neuronavigation
techniques may be advantageous, particularly when structures requiring neurolysis are at danger
of being accidentally damaged during dissection(43). We can identify the motor response of a
tissue that is thought to be a nerve by applying bipolar current to it, so that connections with S3
produce flexion of the hallux and contractions of the pelvic floor, rectum, and bladder, while
connections with S2 cause flexion of the other toes. Damages to the superior hypogastric nerves
may lead to urinary retention, urinary hesitancy, constipation, urinary and fecal incontinence, and
sexual dysfunction; inferior hypogastric plexus harm is often related to urinary retention,
constipation, and sexual dysfunction; the injury of pelvic splanchnic nerves may also cause
urinary retention(63,64). Mastering these concepts is essential for preventing bladder hypotonia

or atony in the future, which is of utmost importance in urology.
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CONCLUSIONS

Even experienced surgeons find pelvic surgery challenging. This paper emphasizes the
role of the urologist in deep infiltrating endometriosis care.

The risk of inadvertent injury to urinary tract structures can be minimized with proper
training and anatomy understanding. The diagnostic methods of endometriosis are represented by
USTV, MRI and cystoscopy. This endoscopic tool can also be useful during surgeries. Although
bladder involvement is more common, ureteral injuries may be asymptomatic and cause long-
term renal dysfunction. Surgical treatment of EID has been mainly performed by conventional
and robotic-assisted laparoscopy. The use of systematic surgical steps allows the identification
and preservation of nerves and surrounding tissues. Bladder sparing tactics may be relevant for
the future voiding pattern of the patient, however the transurethral resection approach is related
to high rates of recurrence. In order to effectively treat ureteral injuries, it is necessary to achieve

a balance between gentle ureter manipulation and skillsets of urinary reconstructive procedures.
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