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RESUMO

A fim de abordar os efeitos da administracéo topica do metronidazol na absorcao local
e neovascularizacdo durante cicatrizacdo experimental por segunda intencao, 108
ratos machos, Wistar, pesando entre 300-350g foram submetidos a uma ferida de pele
de espessura total, circular, com 2cm de diametro. Os animais foram divididos em 5
grupos (18 cada grupo) de acordo com a concentracdo usada da solucdo de
metronidazol (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) durante todo o periodo do experimento os
curativos foram realizados diariamente, cada subdividido em trés tempos de analise (
apos 3, 7 e 14 dias de observagdo). Amostras de sangue venoso para avaliacdo da
concentracdo de metronidazol foram obtidas por puncéo cardiaca e manipuladas por
cromatografia liquida de alta performance; neovasos formados foram demonstrados
usando CD34 e vimentina por técnicas de imunoistoquimica. Analise estatistica,
incluindo comparacgdes intergrupos e intragrupos foram calculados por testes néo
paramétricos de Kruskal-Wallis usando SSPS software e valor de "p" 0,05,
significAncia estatistica de 95%. O metronidazol esteve presente na corrente
sanguinea em todos os grupos de metronidazol e momentos estudados mas nao
houve diferenca estatistica de acordo com a concentracdo de metronidazol usada ou
o tempo de exposicdo da ferida a droga. Foi significante o nimero de neovasos
formados (p=0,005) nas feridas tratadas com administragdo de solugdo de
metronidazol tépico 6% e 8%. Concentracdes séricas de metronidazol ndo foram
afetadas pelo uso tépico das concentracdes da solucdo de metronidazol topicamente
ou pela duracdo do tempo de administracdo. O uso tépico de metronidazol em
solugdes de 6% e 8% em feridas com cicatrizacao experimental por segunda intencao
melhorou significativamente a neovascularizacéo

local conforme avaliado pelas técnicas imunoistoquimicas CD34 e vimentina. Estes
achados podem ser potencialmente usados em favor do processo de cicatrizacéo de
feridas.

Descritores: Cicatrizacdo. Metronidazol. Absorcao cutanea. Neovascularizacao.
Administragao topica. Fisiol6gica. Ratos.



ABSTRACT

In order to address beneficial effects of metronidazole topical administration on local
absorption and neovascularization during experimental second-intention healing, 108
Wistar male rats, weighing 300-350g were submmited to a circular, 2 cm diameter,
total deep back skin wound. Animals were divided into five groups (18 each group)
according to the metronidazole solution concentration used (4%, 6%, 8%, 10% and
12%) during the dressing performed daily all over the period of experiment which was
subdivided into three times of analysis (after 3, 7 and 14 days of observation). Blood
samples for metronidazole venous concentration were obtained from cardiac puncture
and manipulated by High-Performance Liquid Chromatography; newly formed vessels
were demonstrated using CD34 and vimentin immunohistochemistry techniques.
Statistical analysis, including intergroups and intragroups comparisons was calculated
by non-parametric Kruskal-Wallis test using SSPS software and p value of 0,05,
statistical significance of 95%. Metronidazole was present at bloodstream in all
metronidazole groups and moments studied but there was no statistical differences
according to metronidazole solution concentration used or time of wound exposure to
the drug. There was significantly more newly formed vessels (p=0,005) at the wounds
treated by topical administration of 6% and 8% metronidazole solutions. Metronidazole
serum concentrations are not affected by metronidazole solution concentration used
topically or by the duration time of administration. Topical administration of
metronidazole solutions at 6% and 8% in experimental second-intention skin wounds
was able to improve significantly local neovascularization as assessed by CD34 and
vimentin immunohistochemistry techniques. These findings can be potentially used in
favor of the wound healing process.

Keywords: Wound Healing. Metronidazole. Administration, Topical. Skin
Absorption. Neovascularization, Physiologic. Rats.
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1. INTRODUCAO

Para o controle da cicatrizacdo das feridas era preconizada a necessidade
das lesbes permanecerem secas. Esse conceito permaneceu até o final da Segunda
Guerra. Inicialmente, utilizou-se um filme transparente, permeavel ao vapor. Na
sequéncia, o0 mesmo tipo de filme foi envolto em moldura adesiva de polivinil.
Percebeu-se o beneficio do ambiente imido para a cicatrizacdo e em 1982, surgiram
as coberturas a base de hidrocoloides, para feridas de espessura parcial, nos Estados
Unidos e na Europa, disponibilizadas no mercado brasileiro a partir de 1990(1).

Na sequéncia surgiram os hidropolimeros, que mantém o meio Umido, além
de promoverem a evaporacgao do exsudato, favorecendo a granulagéo e diminuindo a
maceracao dos tecidos neoformados(1).

Os recursos, na atualidade, visam acelerar o processo de cicatrizacdo e
reduzir as complicagdes, minimizando os gastos. Entre estes recursos encontram-se:
acidos graxos essenciais, colagenos biolégicos, hidropolimeros, hidrogéis,
hidrocoloides e enzimas proteoliticas. Muitos destes, tém no seu custo, o impedimento
para a sua maior utilizacao(2).

As estatisticas da América do Norte e da Europa, com relacéo as Ulceras de
pressdo, indicam, em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI), uma
prevaléncia superior a 14,8% e incidéncia de 0,4 a 38%. Em hospitais para idosos,
com problemas cronicos de saude, a taxa de prevaléncia se localiza entre 2,3 a 28%
e a incidéncia entre 2,2 a 23,9%. Para pacientes sob cuidados domiciliares a
prevaléncia é registrada até 29%, sendo a incidéncia de 6,3%. Pessoas com leséo
medular apresentam taxa de prevaléncia entre 20 e 60%(3).

Estudo realizado no Hospital Universitario da Universidade de Séo Paulo, com
pacientes internados em unidades cirurgicas, cuidados semi-intensivos e unidades de
terapia intensiva, indicou a incidéncia de Ulceras de pressédo entre 29,63 e 42,64%.
Outro estudo, na mesma cidade, em uma unidade de terapia intensiva de um hospital
privado, revelou a incidéncia de 10,62%(4).

A equipe da Divisdo de Cirurgia Plastica e Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo avaliou 45
pacientes com 77 Ulceras. Na maioria, pacientes jovens (média de 34,78 anos), sendo

gue 100% dos pacientes com lesdo medular, 60% das vitimas de lesdes por arma de



fogo e 93,3% dos pacientes com enfermidades cronicas, desenvolveram Ulceras. A
taxa de recorréncia foi de 25%(5).

Isik et al. (6) referem que nos Estados Unidos da América, o tempo médio de
internacdo de um servico de referéncia € de 20 dias e o gasto é de 21.675 dolares/
Ulcera.

Cerca de 2,7% da populacdo tem Ulceras cronicas nos pés e pernas,
porcentagem que chega a 10% nos diabéticos e que representa a segunda causa de
afastamento do trabalho no Brasil(7).

Ereno(7) refere a importancia do desenvolvimento de curativos, com precos
razoaveis, para atender 4,5 milhdes de pessoas, no Brasil, que, provavelmente, nao
possam pagar os altos valores dos medicamentos importados.

Os escassos registros, fazem com que os dados estatisticos néo retratem de
forma fidedigna o sério problema de saude publica que as feridas representam(8).
Considerando que o metronidazol encontra-se disponivel na rede publica e apresenta
um baixo custo, sua utilizacdo, em feridas cronicas, poderia representar o acesso de
milhdes de pessoas a um tratamento de melhor qualidade, visando ndo apenas o
beneficio particular, do paciente que iria utiliza-lo, mas a redu¢éo dos gastos publicos.
Ha que se considerar que o0 gasto publico ndo se limita ao valor do tratamento da
Ulcera, mas inclui o tempo de afastamento do trabalho e o custo diario de um leito,
guando o paciente requer internamento.

Além disso se torna de vital importancia a elucidacéo sobre o efeito benéfico
anti-infeccioso advindo da aplicacéo tépica do metronidazol se deve, exclusivamente,
a uma acao local ou se apoia, também, em efeito sistémico através da potencial
absorcao do farmaco a partir da lesdo cutanea.

Ha pesquisas que indicam que o metronidazol possui propriedades
relacionadas com a cicatrizacdo, promovendo aceleracdo da contracdo e da
epitelizacéo, culminando com a precocidade do processo de reparacao(9-13). Indaga-
se, porém, se além de efeitos sobre a contracdo da ferida, o metronidazol néo teria
parte de seu favorecimento a cicatrizacéo de feridas explicado por efeitos benéficos
sobre o fendbmeno de neovascularizacdo local. Poletti et al.(14) e Kalinski et al.(15)
indicaram a aplicacéo topica de metronidazol, gel ou solugéo, para o controle do odor,
este, referindo que o efeito da desodorizagdo do metronidazol poderia estar

relacionado com a erradicacdo da infeccado anaerobia.



1.1 OBJETIVOS

- Analisar a possivel absorcéao sistémica do metronidazol a partir da aplicacao
topica de solugbes com diferentes concentracdes (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em
modelo experimental de cicatrizagéo, por segunda intengéo, de ferida cutanea.

- Investigar o potencial efeito da aplicacdo tépica de solucdes de diferentes
concentracdes (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em ferida cutanea aberta sobre o processo

de neovascularizacgéo local.
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1 MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi desenvolvido apos andlise e aprovacéo pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catolica do Parana, tendo sido
aprovado sob o protocolo n® 654/2012. O estudo seguiu as orientacdes da Lei Federal

11.794 e as recomendac¢des do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

1.1 AMOSTRA

Foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Rodentia
mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre 300g e 350g. Os
animais foram mantidos no laboratorio em periodo de ambientacdo, em gaiolas
individuais, com livre acesso a agua e a racao padréo para a espécie e em condi¢cdes
ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura
(18 + 2°) e de umidade relativa do ar (55 + 15%).

1.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com quetamina 80mg/kg e xilazina 8mg/kg,
via intramuscular, na porcao posterior da coxa direita, posicionados em decubito
ventral e com os membros superiores e inferiores extendidos e fixados num suporte
cirtrgico. Uma area de pele, da regido dorsal, de 24 cm? (6 cm X 4 cm) foi
tricotomizada e submetida a antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e
protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma éarea circular de pele com dois
centimetros de diametro, demarcada pela rotacdo da borda cortante de "punch”
metalico, foi ressecada a tesoura em espessura total expondo a fascia muscular dorsal
(Figura 1). Nao houve necessidade de hemostasia e a area foi deixada exposta.
Imediatamente, apos o procedimento, os animais receberam dipirona na dose de

10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica (16).
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FIGURA 1 - Foto do rato 14 do grupo experimento Il (8%) em posicao de decubito
ventral, apoés realizagéo da ferida operatéria no momento zero
FONTE: A autora (2015)

1.3 GRUPOS

Grupos de estudo- 18 grupos, com seis animais cada, foram, aleatoriamente,

estabelecidos de acordo com a concentragéo da solugcado de metronidazol utilizada no
tratamento diario das feridas. No grupo controle (GC) ndo se utilizou solucdo de
metronidazol e sim solucéo de cloreto de sodio a 0,9%. Em todos os outros grupos foi
utilizada solucdo aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluida em veiculo g.s.p.
solucéo final de 40mg/kg (4%) no grupo | (GI), 60mg/kg (6%) no grupo I (Gll), 80mg/kg
(8%) no grupo Il (GlII), 100mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo
V (GV).
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TABELA 1- DIVISAO DOS ANIMAIS EM GRUPOS E DIAS DE AVALIACAO

GRUPOS NUMERO DE RATOS DIAS DE AVALIACAO
n-6 3 dias
GC (controle) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE | (4%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE Il (6%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE Il (8%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE IV (10%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE V (12%) n-6 7 dias
n-6 14 dias

FONTE: A autora (2015)

1.4 TRATAMENTO DAS FERIDAS CUTANEAS

Todas as feridas confeccionadas foram tratadas pelo mesmo protocolo
conforme literatura prévia (17). Diariamente, as lesfes eram lavadas com solugao de
cloreto de sddio a 0,9%, realizada a retirada de crostas, seguida da aplicacao de 0,3
ml de metronidazol solugéo com a respectiva diluicdo de acordo com o grupo. Para o
tratamento diario das feridas ndo houve necessidade de nenhum procedimento

anestésico.

1.5 COLETA SANGUINEA PARA DETECCAO DE METRONIDAZOL

Em cada grupo de animais houve retirada de amostras de sangue para a
determinacao da presenca de metronidazol na circulagéo sistémica em trés momentos
distintos: terceiro, sétimo e décimo-quarto dias apos a confeccao da ferida cutanea, o
gue subdividiu cada grupo em trés subgrupos de acordo com o dia da coleta

sanguinea. As amostras foram coletadas através de puncéo cardiaca com retirada de
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trés mililitros de sangue acondicionados em frascos para armazenamento contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), colocados em caixa térmica reutilizavel(18)
e enviados, imediatamente, para a Central Analitica do Instituto Tecnoldgico do
Parand (TECPAR), onde as amostras foram centrifugadas e congeladas, para
posterior analise. Apds a punc¢do cardiaca procedeu-se a eutanasia com dose letal de
tiopental sédico intra-peritoneal (120mg/kg).

1.6 ANALISE BIOQUIMICA DO SANGUE

Deteccao do metronidazol na circulacdo sistémica- a analise da presenca do

metronidazol no sangue foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC- High Performance Liquid Chromatography) por pareamento iGnico
com duas colunas Novapak® com 10% de carbono e fase mdével de acetonitrila & 15%.
Para a calibracdo do cromatégrafo Agilent® modelo 1100, considerou-se a
extrapolacdo alométrica determinando-se a curva de metabolizacdo do metronidazol
por meio de gavagem de solu¢cdo com 80 mg/kg e coleta sanguinea apds 30, 60 e 120
minutos. Inicialmente, o produto aplicado nas feridas, em quantidade contendo 40 mg
de metronidazol foi comparado a 10,6 mg de metronidazol puro para confirmacédo de
identidade; ambos diluidos em 100 ml de metanol: H20 (1:1) e aplicados nas colunas
(10uL) num fluxo de 0,4 ml/min, a temperatura de 30°C e comprimento de onda 272
nandmetros (nm). A concentracdo aproximada do metronidazol padréo foi calculada
a partir das areas obtidas ao injetar a amostra padréo de metronidazol (10 mg/L),
sendo essa 104,327 unidades de absorbancia por segundo (UA.s). A seguir todas as
amostras de sangue coletadas e congeladas de todos os grupos de estudo (4%, 6%,
8%, 10% e 12%) e respectivos subgrupos (3 dias, 7 dias e 14 dias) foram preparadas
e analisadas pelo cromatografo nas mesmas condi¢cdes descritas. A concentracao foi
avaliada pelo comportamento da area por meio da equagéo: concentracdo = area X
fator de proporcionalidade + coeficiente linear da reta. O calculo da area foi feito pelo

préprio cromatografo por intermédio do software "Chem Station".
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1.7 AVALIACAO HISTOLOGICA

As feridas foram fotografadas; ap6s ressecadas ocorreu a eutanasia.

Foi realizada a retirada de cada ferida cirdrgica, com margem de um
centimetro de pele integra em torno da lesdo, com profundidade até a musculatura
dorsal do rato.

Os segmentos destinados a histologia foram estendidos sobre papel cartédo
identificado. Na sequiéncia, mergulhados em formol a 10% por 24 horas. ApGs este
periodo, foram inclusos em blocos de parafina e submetidos a cortes de cinco
micrometros.

Os cortes histolégicos foram corados por Hematoxilina Eosina e Sirius Red.
Para cada corte histologico, foi realizada a leitura de trés campos, para ambas as
coloracdes, com ampliacdo de 400X, sobre a area da lesdo, para a coloragéao
Hematoxilina Eosina e 200X para a coloracao Sirius Red. Os campos foram marcados
nas laminas; foram definidas areas superficiais, sendo as areas de transicao entre o
processo cicatricial e os tecidos antigos dos extremos da ferida e area superficial

central da mesma.

1.8 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Para a imunoistoquimica foi utilizado o método tissue array ou mycro array,
sendo retiradas amostras do bloco de parafina utilizado para corar os cortes
histologicos pelas técnicas hematoxilina e eosina (HE) e Sirius Red (SR). A area
escolhida para a retirada da amostra foi a area superficial central da ferida, localizada
na lamina do HE, previamente demarcada e utilizada como espelho para a realizacdo
do punch. O punch utilizado foi o nUmero 3. As amostras foram retiradas e depositadas
em um "cassete"”, conforme determinagcéo do mapa previamente elaborado. O material
foi encaminhado, na sequéncia, para processamento imunoistoquimico, tendo sido
utilizado o anti-CD34(19) e a vimentina(20). O anti-CD34 é um marcador de endotélio,
a coloracédo acastanhada confere resultado positivo, mas ndao apresenta resultados

satisfatorios para vasos maiores, sendo sua indicagcdo para microvasculatura. A
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vimentina é um marcador de tecido mesenquimal, cora muitos tipos celulares,
havendo necessidade de correlagcdo com outros marcadores. Foi realizada a leitura
de todos os campos para cada corte histolégico. Foi utilizado, para a leitura,
microscopio Olimpus® BX500. A leitura foi realizada por patologista que ndo conhecia

a que animal pertenciam.

1.9 METODOLOGIA ESTATISTICA

Média das leituras para estatistica- foi feita a média do nUmero de vasos pelo

namero de campos, de cada ferida, para definir a densidade de vasos. Essa média foi
encaminhada para andlise estatistica.

Andlise Estatistica- o0s resultados de area foram descritos por médias,

medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparacao
dos grupos em cada dia de avaliagdo e para a comparacdo dos momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo, foi considerado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
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RESUMO

OBJETIVO: caracterizar qualitativa e quantitativamente a absorcdo de solucdo de
metronidazol, em concentracdes e periodos crescentes, quando aplicada de maneira
topica em modelo experimental de ferida cutanea aberta. METODOS: uma ferida
cutanea aberta, com 2 cm de diametro e espessura total de pele foi confeccionada,
sob anestesia, no dorso de 108 ratos Wistar pesando entre 300 e 350 gramas. Os
animais foram divididos em grupos de 18 animais de acordo com a concentracdo de
metronidazol na solu¢do para aplicacdo diéria na ferida. No grupo controle (GC),
utilizou-se solucdo de cloreto de sédio 0,9% para aplicagdo e nos grupos
experimentais (Gl, GllI, Glll, GIV e GV) solucdo de Metronidazol a 4%, 6%, 8%, 10%
e 12%, respectivamente. Apos 3, 7 e 14 dias de tratamento, amostras de sangue
coletadas por puncdo cardiaca foram examinadas para a existéncia ou ndo de
Metronidazol, através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Valores de
Metronidazol detectados foram comparados, estatisticamente, dentro de cada grupo
(andlise temporal 3 dias X 7 dias X 14 dias) e entre 0s grupos que utilizaram
Metronidazol topico (4% X 6% X 8% X 10% e 12%) através de teste de Kruskal-Walis,
considerando-se significAncia estatistica de 95% (p<0,05). RESULTADOS: foi
detectado Metronidazol em todas as amostras de todos os momentos em todos o0s
grupos que aplicaram Metronidazol tépico nas feridas. Caracteristicamente nédo houve
significAncia estatistica entre as dosagens obtidas dentro de cada grupo ao longo do
tempo (3 dias X 7 dias X 14 dias) GI=0,461; GIlI=0,154; GIlI=0,888; GIV= 0,264 e
GV=0,152. Na avaliagcéo entre os grupos verificou-se similar grau de absorcédo em 3
dias (p=0,829) e 14 dias (p=0,751). CONCLUSAO: a concentracdo sérica de
Metronidazol atingida néo foi influenciada pela concentracdo da solucdo empregada

na ferida cutanea e nem pelo tempo de duracéo da aplicacao.

DESCRITORES: Cicatrizacdo. Metronidazol. Absor¢cdo cutanea. Ratos.
Administracédo topica.
KEYWORDS: Wound healing. Metronidazole. Skin absorption. Rats. Administration

topical.
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INTRODUCAO

O metronidazol (1-beta-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) é um antibiético
ativo tanto contra protozoarios (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia) (1-2); quanto
contra bactérias anaerdbias obrigatorias, incluindo Bacteroides fragilis(3), Clostridium,
Fusobacterium, Peptococcus, Peptoestreptococcus, Eubacterium, Helicobacter,
Campilobacter fetus, Espiroquetas e Gardnerella vaginalis.

Devido a sua boa penetracéo tecidual pode atingir niveis terapéuticos em
0Ss0s, articulagcdes, cérebro e liquido céfalo-raquidiano, sendo eficaz na septicemia
e na endocardite bacterianas causadas por anaerobios(3-7).

A utilizacdo tépica do metronidazol, em gel ou solucao, tem sido proposta
para o controle de odor de feridas infectadas(8). Justifica-se o efeito desodorizante
pela erradicacdo de infeccao anaerdbia(9).

Além disso o metronidazol pode influenciar, favoravelmente, a cicatrizagao
cutanea, acelerando a contracao e a epitelizagéo, diminuindo o tempo de
reparacao(10-13). Os resultados, de forma geral, mostram favorecimento a
reepitelizacao precoce(12-15), apesar do tempo de granulacao e de reepitelizacéo
nao serem, aparentemente, influenciados pela via ou dosagens utilizadas.
Entretanto, concentracées muito baixas podem néo ser suficientes e concentracdes
muito altas podem ter efeito toxico, ambas prejudicando a cicatrizacdo(10-16).

Portanto, quando do seu uso tépico sobre feridas cutaneas, indaga-se sobre
0s potenciais efeitos apos sua provavel absorcao, tanto sistémicos, a distancia,
quanto locais, sobre a propria lesdo cutanea.

O maior desafio na avaliagdo do efeito e da presenca sistémicos do
metronidazol, quando de sua aplicacdo tbpica, € a falta de padronizacdo das
formulacdes. A cinética da absorcdo percutanea de formulacdes topicas revela néo
ser a concentracao o fator mais importante, mas sim o veiculo. Nestes termos, a
aplicagéo topica de creme favoreceria menos a absorgao sistémica do que a logéo, e
esta menos do que o gel(17). Porém, metronidazol gel a 25%, utilizado em bolsas
periodontais ndo induziu a altas concentragdes plasmaticas(18).

Este estudo teve por finalidade analisar a influéncia da aplicagéo topica, em
feridas cutaneas, de solugcdes de diferentes concentracdes de metronidazol, sobre os
niveis séricos apos periodos crescentes (3, 7 e 14 dias) da aplicacdo(4%, 6%, 8%,
10% e 12%) .
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METODO

O projeto de pesquisa foi desenvolvido apds andlise e aprovacéo pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catolica do Parana, tendo sido
aprovado sob o protocolo n® 654/2012. O estudo seguiu as orientacfes da Lei 11.794
e as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Animais do estudo- foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus

albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre
300g e 350g. Os animais foram mantidos no laboratério em periodo de ambientacao,
em gaiolas individuais, com livre acesso a agua e a racéo padréo para a espécie e em
condigbes ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas),
temperatura (18 + 2°) e de umidade relativa do ar (55 + 15%).

Confeccao da ferida cutanea- os animais foram anestesiados com quetamina

80mg/kg e xilazina 8mg/kg, via intramuscular, na porgéo posterior da coxa direita ,
posicionados em decubito ventral e com 0os membros superiores e inferiores
extendidos e fixados num suporte cirdrgico. Uma area de pele, da regido dorsal, de
24 cm? (6 cm X 4 cm) foi tricotomizada e submetida a antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma
area circular de pele com dois centimetros de diametro, demarcada pela rotacdo da
borda cortante de "punch" metalico, foi ressecada a tesoura em espessura total
expondo a fascia muscular dorsal. Ndo houve necessidade de hemostasia e a area
foi deixada exposta. Imediatamente, ap6s o procedimento, 0os animais receberam
dipirona na dose de 10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica.
Grupos de estudo- 18 grupos de seis animais cada foram, aleatoriamente,

estabelecidos de acordo com a concentracéo da solucao de metronidazol utilizada no
tratamento diario das feridas. No grupo controle (GC) ndo se utilizou solucdo de
metronidazol e sim solucao de cloreto de sddio a 0,9%. Em todos os outros grupos foi
utilizada solucédo aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluida em veiculo g.s.p.
solucéo final de 40mg/kg (4%) no grupo | (GI), 60mg/kg (6%) no grupo I (Gll), 80mg/kg
(8%) no grupo Il (Glll), 200mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo
V (GV).

Tratamento das feridas cutdneas- todas as feridas confeccionadas em todos

0S grupos de animais foram tratadas pelo mesmo protocolo conforme literatura
prévia(19). Diariamente, as lesdes eram lavadas com solucdo de cloreto de sodio a

0,9%, realizada a retirada de crostas, seguida da aplicacéo de 0,3 ml de metronidazol
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solugcdo com a respectiva diluicdo de acordo com o grupo. Para o tratamento diario
das feridas ndo houve necessidade de nenhum procedimento anestésico.

Coleta sanguinea para deteccédo de metronidazol- em cada grupo de animais

houve retirada de amostras de sangue para a determinacdo da presenca de
metronidazol na circulagé@o sistémica em trés momentos distintos: terceiro, sétimo e
décimo-quarto dias apos a confecgéo da ferida cutéanea, o que subdividiu cada grupo
em trés subgrupos de acordo com o dia da coleta sanguinea. As amostras foram
coletadas através de puncao cardiaca com retirada de trés mililitros (03 ml) de sangue
acondicionados em frascos para armazenamento contendo acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), colocados em caixa térmica reutilizavel(20) e enviados,
imediatamente, para a Central Analitica do Instituto Tecnolégico do Parana
(TECPAR), onde as amostras foram centrifugadas e congeladas, para posterior
andlise. Apds a puncao cardiaca procedeu-se a eutanasia com dose letal de tiopental
sadico intra-peritoneal (120mg/kg).

Deteccdo do metronidazol na circulacéo sistémica- a analise da presenca do

metronidazol no sangue foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC- High Performance Liquid Chromatography) por pareamento iénico
com duas colunas Novapak® com 10% de carbono e fase mével de acetonitrila a 15%.
Para a calibracdo do cromatégrafo Agilent® modelo 1100, considerou-se a
extrapolacdo alométrica determinando-se a curva de metabolizacdo do metronidazol
por meio de gavagem de solu¢cdo com 80 mg/ml em outros animais e coleta sanguinea
apos 30, 60 e 120 minutos. Inicialmente, o produto aplicado nas feridas, em
guantidade contendo 40 mg de metronidazol foi comparado a 10,6 mg de metronidazol
puro para confirmacéao de identidade; ambos diluidos em 100 ml de metanol: H20 (1:1)
e aplicados nas colunas (10uL) num fluxo de 0,4 ml/min, & temperatura de 30°C e
comprimento de onda 272 nandmetros (nm). A concentracdo aproximada do
metronidazol padrdo foi calculada a partir das areas obtidas ao injetar a amostra
padrdo de metronidazol (10 mg/L), sendo essa 104,327 unidades de absorbancia por
segundo (UA.s). A seguir todas as amostras de sangue coletadas e congeladas de
todos os grupos de estudo (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e respectivos subgrupos (3 dias,
7 dias e 14 dias) foram preparadas e analisadas pelo cromatégrafo nas mesmas
condi¢des acima descritas. A concentragdo foi avaliada pelo comportamento da &area

atraves da equacgao: concentracdo = area X fator de proporcionalidade + coeficiente
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linear da reta. O calculo da area foi feito pelo préprio cromatégrafo por intermédio do
software "Chem Station".

Andlise Estatistica- os resultados de éarea foram descritos por meédias,

medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrbes. Para a comparacao
dos grupos em cada dia de avaliagdo e para a comparagcdo dos momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo, foi considerado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

O cromatograma obtido, com a amostra de sangue retirada 120 minutos apos
gavagem de metronidazol a 4%, conforme método para calibracdo do cromatografo,
confirmou a sensibilidade do aparelho para a detec¢cdo do metronidazol, em amostras
sanguineas. A presenca do mesmo pico cromatografico confirmou a identidade da
substancia utilizada na amostra.

O comportamento fisico-quimico do metronidazol padrdo e da substancia
candidata (metronidazol utilizado no estudo), no terceiro, sétimo e décimo- quarto
dias, em diferentes polaridades de fase mével (acetonitrila) confirmaram a identidade
da substancia candidata como metronidazol, por apresentarem idéntico tempo de
retencdo, nas mesmas condi¢des de fluxo, temperatura e comprimento de onda.

Foi possivel registrar, com seguranca e precisdo, a presenca do metronidazol
na circulacao sistémica de cada animal cuja ferida cutanea dorsal foi exposta apenas
a aplicacao tépica do produto em todas as concentracdes utilizadas neste estudo
(grupos 4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e em todos os momentos de avaliacdo (subgrupos-
03, 07 e 14 dias). A Figura 1 mostra as curvas sobrepostas em registro cromatogréafico
de deteccao do metronidazol no sangue coletado dos animais submetidos a aplicacao
topica das solucdes a 4%, 6%, 8%, 10% e 12% durante as avaliacdes realizadas apos
03, 07 e 14 dias de aplicacéo tdpica das respectivas solugdes. No grupo controle todas
as analises cromatograficas das amostras coletadas foram negativas para a deteccao
da substancia metronidazol.

Numa analise cromatografica quantitativa, comparando-se os valores meédios
de &rea obtidos com o uso das diferentes concentra¢des de solugdo de metronidazol,
foi possivel observar, caracteristicamente, a invariabilidade das dosagens obtidas na

corrente sanguinea independente da concentracdo de metronidazol presente na
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solucdo utilizada para as aplicacbes tdpicas diarias. Ndo houve, portanto, variagao
quantitativa nas dosagens sanguineas de metronidazol obtidas em todos os grupos
de experimento, independente tanto da concentracdo de metronidazol na solucéo
empregada para as aplicacfes (4% até 12%), quanto do tempo de uso das respectivas

solucdes (3 dias até 14 dias) (Tabela 1).

DISCUSSAO

A medida em que o tratamento das feridas se aprimora, de maneira geral, e a
utilizac&o topica de principios ativos com os mais variados efeitos e finalidades ganha
espaco, torna-se imprescindivel conhecer de maneira aprofundada quais as possiveis
consequéncias sistémicas e locais, benéficas ou ndo, da aplicacdo tépica e
prolongada de substancias ativas sobre diferentes areas cruentas desprovidas de
iIsolamento muco-cutaneo.

Por se tratar de antimicrobiano com ac¢do conhecida contra varios micro-
organismos e de valor terapéutico especialmente relevante, o emprego local de
metronidazol, em feridas cutaneas, levanta a pertinente questéo da seguranca de seu
uso topico sob alguns aspectos. Existiria efetiva absor¢cdo da molécula pela area
cruenta permeando a circulacdo sistémica com niveis a ponto de interferir em
microbiotas comensais a distancia? Se tais niveis plasméaticos consistentes séo
atingidos, poder-se-ia indagar sobre qual via €, realmente, a responsavel pelos
potenciais beneficios sobre a ferida tratada. Além disso, existiria risco real de efeitos
toxicos pelo seu uso frequente e prolongado, ainda que, de maneira tépica?

E importante conhecer qual seria a concentragdo minima capaz de facilitar a
cicatrizacdo e qual a maxima, a partir da qual ter-se-ia, talvez, acdo téxica. Porém, o
fundamental é definir se ha absorcdo do metronidazol, na area de lesdo, quando o
mesmo é utilizado de forma topica.

A ampla variagdo das concentragbes de Metronidazol utilizadas para uso
tépico em nivel experimental é uma dificuldade adicional. Encontram-se estudos
relacionando efeitos do metronidazol sobre a cicatrizagéo utilizando 20mg/kg(16) ,
50mg/kg(14), 108 mg/kg (10), 160mg/kg (13) e 180mg/kg(12) .

Este estudo avaliou a presenca do metronidazol, no sangue, a partir de seu
uso toépico exclusivo, em feridas ndo infectadas, procurando estabelecer um
parametro de absorcdo, um comportamento padréo, de acordo com a concentragéo e

o tempo utilizado.
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Para a avaliacdo da absorcdo utilizou-se a mesma via (t6pica), 0 mesmo
volume (0,3ml) e concentragdes diferentes (4%, 6%, 8%, 10% e 12%). Fizeram-se
avaliacbes de amostras sanguineas em dias diferentes (terceiro, sétimo e décimo-
qguarto). Neste momento o importante € definir se o metronidazol tépico, capaz de
facilitar a cicatrizacdo(10,12,14,16), pode ser absorvido, na &rea da lesdo, mantendo
concentragdo no sangue.

Na realidade, pudemos comprovar por meio deste estudo, que existiu
absorcao sistémica de metronidazol a partir da sua presenca na superficie da ferida
que recebia o tratamento topico diario proposto com solucdo de concentracbes
variaveis por periodos de tempo, também, variaveis. Entretanto, os niveis circulantes
atingidos nos varios grupos nao se correlacionaram, diretamente, de maneira
significativa com a concentracdo utilizada ou o tempo de uso, o que favorece o
emprego local de metronidazol em concentragbes maiores e por tempo prolongado.

Em estudos com animais de experimentacao, solu¢cdes de metronidazol na
dosagem de 20mg/kg resultou em atraso da cicatrizacdo(16). Efeito semelhante foi
relatado para a dosagem de 160mg/kg(13). Dosagens acima de 20 e inferiores a
160mg/kg promoveram aumento da granulacéo e da epitelizacdo(10,12-15). Talvez,
dosagens até 20mg/kg ndo sejam suficientes para facilitar a cicatrizacdo e dosagens
acima de 160mg/kg, tenham absor¢do comprometedora, culminando com o atraso
cicatricial.

E possivel, ainda, considerar que se a dosagem for proporcional ao estimulo
cicatricial, desde que a mesma ndo seja em nivel tdxico, maiores dosagens
promoveriam melhores resultados em termos de cicatrizacdo. Quanto maior a area da
ferida, maior devera ser a sua capacidade absortiva.

Apesar de se ter encontrado, neste estudo, concentracdes de metronidazol,
no sangue, estas foram muito baixas. As concentragdes encontradas no sangue no
terceiro, no sétimo e no décimo-quarto dias foram, aproximadamente, 0,28 mg/l e,
independente, da concentracdo aplicada nas feridas dos ratos, a concentracdo
encontrada, por meio de cromatografia liquida, foi, relativamente, a mesma. Isso
corrobora com o relato de altas concentracbes de metronidazol (25%), em bolsas
periodontais, sem induzir & altas concentracbes plasmaticas(18). E importante a
observacdo de que tanto em bolsas periodontais, com tecido integro, quanto em
feridas abertas, como o modelo empregado neste estudo, a concentracdo do

metronidazol, no sangue, foi baixa.
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O volume de sangue total do rato equivale a 6,4% do seu peso total, sendo
de 58 a 70ml/kg. Considerando-se que os ratos utilizados neste estudo tiveram seus
pesos entre 300 e 350g, seus volumes totais de sangue variaram entre 17,4ml e
24,5ml. Como as concentracfes encontradas, no grupo experimental metronidazol
12% variou entre 0,2323mg/ml e 0,2709mg/ml; considerando-se 0s pesos dos
animais, tivemos a presenca detectada de 0,004g a 0,007g de metronidazol, na
circulacado sanguinea, totalizando, em termos de peso total do rato, uma presenca
sanguinea correspondendo a 0,001% a 0,002% do seu peso, caracterizando um nivel
de presenca sanguinea, extremamente baixo.

O presente estudo é consonante com outros estudos que indicam a
possibilidade de se empregar altas concentracdes de metronidazol, de forma tépica,

sem induzir a altas concentragcdes plasmaticas(18).

CONCLUSAO

A aplicacéo topica de metronidazol sobre a ferida cutanea experimental, de
espessura total, induz absorcao sistémica de quantidades muito baixas do antibiotico
e ndo dependentes tanto da concentracao da solugdo aplicada, quanto do periodo de
tempo em que foi empregada.
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Figura 1- Tracados cromatograficos (HPLC) com as curvas individuais de deteccdo de metronidazol
nas amostras de sangue dos animais que fizeram uso tépico de solugdo de metronidazol a 4%, 6%,
8%, 10% e 12% durante 3 dias (A), 7 dias (B) e 14 dias (C).
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Tabela 1- Absorgao: comparages estatisticas intergrupos (4% X 6% X 8% X 10% X 12%) e intragrupos
(3 X 7 X 14 dias) das médias de area em uA.s obtidas em cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC).
TEMPO Gl=4% GlI=6% GllI=8% GIV=10% GV=12%
Area+dp (unid)|Area+dp (unid)|Area+dp (unid)|Area+dp (unid)|Area+dp (unid)| p
03 dias |0,4818+0,1245|0,6557+0,4347 | 0,5038+0,1698 | 0,5872+0,1083 | 0,5715+0,3045 | 0,829
07 dias |0,6567+0,2103|0,9907+0,2983 | 0,5083+0,3432 | 0,5083+0,012 |0,2810+0,0433| NA*
14 dias |0,6340+0,4634 | 0,7056+0,5252 | 0,5083+0,0603 | 0,6853+0,3324 | 0,6535+0,3029 | 0,751
p 0,461 0,154 0,888 0,264

0,152

* NA= N&o Aplicado Comparacéo estatistica inviavel pela perda de amostra
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RESUMO

OBJETIVO: avaliar os efeitos do metronidazol nas concentracdes de 4%, 6%, 8%, 10
e 12%, sobre a angiogénese, quando aplicado de maneira tdépica em modelo
experimental de ferida cutanea aberta. METODOS: uma ferida cutanea aberta, com 2
cm de didametro e espessura total de pele foi confeccionada, sob anestesia, no dorso
de 108 ratos Wistar pesando entre 300 e 350 gramas. Os animais foram alocados em
grupos de 18 individuos de acordo com a concentracdo de metronidazol na solucéo
para aplicacdo diéria na ferida. No grupo controle (GC), utilizou-se solugéo de cloreto
de sodio 0,9% para aplicacdo e nos grupos experimentais (Gl, Gll, Glll, GIV e GV)
solucéo de Metronidazol a 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, respectivamente. Apés 3, 7 e 14
dias de tratamento, os animais sofreram eutanasia e as feridas foram avaliadas por
pardmetros histolégicos e imunoistoquimicos. Resultados foram tratados,
estatisticamente, dentro de cada grupo (analise temporal 3 dias X 7 dias X 14 dias) e
entre 0s grupos que utilizaram Metronidazol topico (4% X 6% X 8% X 10% e 12%)
através de teste de Kruskal-Walis, considerando-se significancia estatistica de 95%
(p<0,05). RESULTADOS: a avaliacao feita com anti CD34, no terceiro dia, nas feridas
tratadas com metronidazol 8% demonstrou angiogénese abaixo do padrao do grupo
controle (p=0,022). No sétimo dia de avaliagdo nas tratadas com metronidazol 6% e
8% houve aumento na angiogénese (p=0,005). Na avaliacdo da vimentina, no terceiro
dia, foi verificada reducdo de tecido mesenquimal, nos grupos tratados com
metronidazol 6%, 8% e 10% (p=0,003). CONCLUSAO: o uso de metronidazol em
baixas concentragdes (6 e 8%) mostra aumento da angiogénese.

DESCRITORES: Cicatrizacgao. Metronidazol. Administracéo topica.
Neovascularizacao. Absorcéo cutanea. Fisiolégica. Rats.
KEYWORDS: Wound healing. Metronidazole. Administration topical. Skin absorption.

Neovascularization. Physiologic. Rats.
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INTRODUCAO

O metronidazol (1-beta-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) é um antibiético
contra bactérias anaerdbias obrigatorias, incluindo Bacteroides fragilis, Clostridium,
Fusobacterium, Peptococcus, Peptoestreptococcus, Eubacterium, Helicobacter,
Campilobacter fetus, Espiroquetas e Gardnerella vaginalis. E  ativo contra
protozoarios (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia) (1-3). E indicado para
septicemia e endocardite bacterianas causadas por anaerdbios. Pode atingir niveis
terapéuticos em o0ssos, articulagdes, ceérebro e liquido céfalo-raquidiano
3)@)(B)(6)(7)(8). HA relato de nado haver diferencas na cicatrizacdo pos
hemorroidectomias, quando do uso profilatico de ceftriaxona e metronidazol (9). E o
antibiotico de escolha para o tratamento do pé diabético, embora ndo seja obrigatorio
(10), sendo utilizado para o controle do odor das feridas (11).

A literatura relata uso tépico de metronidazol promovendo efeito sobre a
angiogénese (12). A utilizagdo de clindamicina e metronidazol, em pacientes com
tumores ginecoldgicos benignos, resultou em angiogénese precoce (13). O uso do
metronidazol acelera a contracdo e a epitelizacdo das feridas (14-17). A reepitelizacéo
precoce é confirmada por diversos autores (16-19). Concentra¢cdes muito baixas
podem nao ser suficientes e concentracdes muito altas podem ter efeito téxico, ambas
prejudicando a cicatrizagéo (14,20,21).

O gel de metronidazol reduz contagens bacterianas (22) e sua utilizacéo
tépica, como filme curativo com metronidazol e hidrogel apresentou melhora de
padrao cicatricional (23). Membranas antimicrobianas e esferas com metronidazol
promovem melhora da cicatrizacdo, levando a cura precoce da ferida e reduzindo
complicacBes pbés operatérias(24-25). Entretanto na comparacdo do metronidazol
tépico com o placebo, em feridas malignas, exista relato de ndo haver diferenca
significante, até o ponto do cross over (26).

O efeito favoravel a cicatrizacdo abre possibilidades em diferentes areas de
tratamento. No entanto, os resultados positivos do uso do metronidazol, em
concentragcbes e formas de aplicacdo diferentes, questiona o padrao de acdo do
mesmo.

Encontra-se na literatura muitos indicativos do beneficio deste antibiotico no
processo de cicatrizacdo. Porém, a avaliagdo desses resultados torna-se dificil pela

falta de padronizacdo das concentracdes e vias de aplicacdo utilizadas (27). H& o
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indicativo do beneficio, na cicatrizagdo; porém, a linha que define a via e a
concentracéo que promoveria melhores resultados, encontra-se indefinida.

Este estudo visa investigar o potencial efeito da aplicacéo tépica de solucdes
de diferentes concentracdes de metronidazol (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em ferida

cutanea aberta sobre o processo de neovascularizagao local.

MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi desenvolvido apds analise e aprovacéo pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catolica do Parana, tendo sido
aprovado sob o protocolo n® 654/2012. O estudo seguiu as orientacdes da Lei Federal
11.794 e as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Animais do estudo- foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus

albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre
300g e 350g. Os animais foram mantidos no laborat6rio em periodo de ambientacéo,
em gaiolas individuais, com livre acesso a 4gua e a racao padrao para a espécie e em
condicBes ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas),
temperatura (18 + 2°) e de umidade relativa do ar (55 + 15%).

Confeccéo da ferida cutdnea- os animais foram anestesiados com quetamina

80mg/kg e xilazina 8mg/kg, via intramuscular, na porcao posterior da coxa direita,
posicionados em decubito ventral e com 0s membros superiores e inferiores
extendidos e fixados num suporte cirdrgico. Uma area de pele, da regido dorsal, de
24 cm? (6 cm X 4 cm) foi tricotomizada e submetida a antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma
area circular de pele com dois centimetros de diametro, demarcada pela rotacdo da
borda cortante de "punch" metalico, foi ressecada a tesoura em espessura total
expondo a fascia muscular dorsal. Nao houve necessidade de hemostasia e a area
foi deixada exposta. Imediatamente, ap0s o procedimento, 0os animais receberam
dipirona na dose de 10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica.

Grupos de estudo- 18 grupos de 6 animais cada foram, aleatoriamente,

estabelecidos de acordo com a concentracéo da solucao de metronidazol utilizada no
tratamento diario das feridas. No grupo controle (GC) ndo se utilizou solugéo de
metronidazol e sim solucéo de cloreto de sodio a 0,9%. Em todos os outros grupos foi
utilizada solucdo aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluida em veiculo g.s.p.

solucéo final de 40mg/kg (4%) no grupo | (Gl), 60mg/kg (6%) no grupo Il (GlI), 80mg/kg
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(8%) no grupo 1l (GlII), 200mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo
V (GV).

Tratamento das feridas cutdneas- todas as feridas confeccionadas foram

tratadas pelo mesmo protocolo conforme literatura prévia (28). Diariamente, as lesdes
eram lavadas com solucao de cloreto de sédio a 0,9%, realizada a retirada de crostas,
seguida da aplicagcéo de 0,3 ml de metronidazol solugdo com a respectiva diluicao de
acordo com o grupo. Para o tratamento diario das feridas ndo houve necessidade de
nenhum procedimento anestésico.

Retirada das feridas- imediatamente, apds a eutandsia, as feridas cirurgicas

dos animais foram fotografadas.

Foi realizada a retirada de cada ferida cirargica, com margem de um
centimetro de pele integra em torno da lesdo, com profundidade até a musculatura
dorsal do rato.

Os segmentos destinados a histologia foram estendidos sobre papel cartédo
identificado. Na sequéncia, mergulhados em recipiente com formol a 10% por 24
horas. Apos este periodo, foram inclusos em blocos de parafina e submetidos a cortes
de cinco micrometros.

Os cortes histolégicos foram corados por Hematoxilina Eosina e Sirius Red.
Para cada corte histoldgico, foi realizada a leitura de trés campos, para ambas as
coloracdes, com ampliacdo de 400X, sobre a area da lesdo, para a coloracéo
Hematoxilina Eosina e 200X para a coloracao Sirius Red. Os campos foram marcados
nas laminas; foram definidas areas superficiais, sendo as areas de transicdo entre o
processo cicatricial e os tecidos antigos dos extremos da ferida e area superficial
central da mesma.

Andlise Imunoistoguimica- para a imunoistoquimica foi utilizado o método

tissue array, sendo retiradas amostras do bloco de parafina utilizado para a confeccao
do hematoxilina e eosina (HE) e Sirius Red (SR). A area escolhida para a retirada da
amostra foi a area superficial central da ferida, localizada na lamina do HE,
previamente demarcada e utilizada como espelho para a realizacdo do punch. O
punch utilizado foi o nimero 3. As amostras foram retiradas e depositadas em um
"cassete”, conforme determinacdo do mapa previamente elaborado. O material foi
encaminhado, na sequéncia, para processamento imunoistoquimico, tendo sido
utilizado o anti-CD34(29) e a vimentina(30). O anti-CD34 é um marcador de endotélio,

a coloracédo acastanhada confere resultado positivo, mas ndo apresenta resultados
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satisfatorios para vasos maiores, sendo sua indicacdo para microvasculatura. A
vimentina é um marcador de tecido mesenquimal, cora muitos tipos celulares,
havendo necessidade de correlacdo com outros marcadores. Foi realizada a leitura
de todos os campos para cada corte histolégico. Foi utilizado, para a leitura,
microscépio Olimpus® BX500. A leitura foi realizada por patologista que ndo conhecia
a que animal pertenciam.

Média das leituras para estatistica- foi feita a média do numero de vasos pelo

namero de campos, de cada ferida, para definir a densidade de vasos. Essa média foi
encaminhada para andlise estatistica.

Andlise Estatistica- os resultados de area foram descritos por médias,

medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparacao
dos grupos em cada dia de avaliacdo e para a comparacdo dos momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo, foi considerado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significAncia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS
Anti CD 34

Comparacédo dos grupos em cada dia de avaliacao

Houve diferenca do numero de vasos entre 0s grupos no terceiro dia
(p=0,022) (Tabela 1).

Na comparacdao dois a dois, verificou-se que a diferenca foi as custas do grupo
metronidazol 8%, ficando abaixo do padréo do controle (p=0,004) (Tabela 2).

No sétimo dia constatou-se variagdo no nimero de vasos entre 0S grupos
(p=0,005) (Tabela 3). Sendo encontrado 0 maior nUmero de vasos nos grupos tratados
com metronidazol 6% (p<0,001) e 8% (p=0,016) (Tabela 4).

O numero de vasos foi semelhante entre os grupos, no décimo quarto dia
(p=0,283) (Tabela 5).



Tabela 1- Avaliagao anti CD34 do nimero de vasos/ nimero de campos no D3
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CD34 CVASOS/ N° CAMPOS

Grupo n Média Mediana Minimo Méaximo Desvio padréo Valor de p*
Controle 6 4,05 3,91 1,82 6,43 2,07

4% 6 6,88 4,61 2,07 20,00 6,77

6% 6 2,05 1,88 0,80 3,33 0,87 0022
8% 6 1,03 0,67 0,27 3,00 1,04 '
10% 6 3,46 3,54 0,71 6,00 2,21

12% 6 3,78 3,33 0,83 9,00 2,77

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Tabela 2 - Comparacéo dos grupos dois a dois do anti CD34 do nimero de vasos/ nimero de

campos no D3

Grupos comparados Valor de p
Controle x 4% 0,611
Controle x 6% 0,074
Controle x 8% 0,004
Controle x 10% 0,536
Controle x 12% 0,811
4% X 6% 0,025
4% X 8% 0,001
4% x 10% 0,263
4% x 12% 0,456
6% x 8% 0,220
6% x 10% 0,231
6% x 12% 0,118
8% x 10% 0,019
8% X 12% 0,008
10% x 12% 0,702

Tabela 3 - Avaliacéo anti CD34 do numero de vasos/ nimero de campos no D7

CD34 CVASOS/ N° CAMPOS

*
Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padréo Valor de p
Controle 6 0,93 0,80 0,44 1,87 0,51
4% 6 1,23 1,08 0,53 2,00 0,63
6% 6 4,43 3,53 2,67 8,24 2,07 0.005
8% 6 2,38 2,01 0,50 5,00 1,65 '
10% 6 1,47 1,40 0,60 2,62 0,69
12% 6 1,64 1,22 0,80 3,20 0,97

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05



37

Tabela 4 - Comparagédo dos grupos dois a dois do anti CD34 do numero de vasos/ nimero de
campos no D7

Grupos comparados Valor de p
Controle x 4% 0,379
Controle x 6% <0,001
Controle x 8% 0,016
Controle x 10% 0,122
Controle x 12% 0,097
4% x 6% 0,000
4% x 8% 0,107
4% x 10% 0,489
4% x 12% 0,417
6% x 8% 0,033
6% x 10% 0,003
6% X 12% 0,004
8% x 10% 0,343
8% x 12% 0,407
10% x 12% 0,903

Tabela 5 - Avaliac@o anti CD34 do nimero de vasos/ nimero de campos no D14
CD34 CVASOS/ N° CAMPOS

*
Grupo n Média  Mediana Minimo Maximo Desvio padréo Valor de p
Controle 6 2,45 2,42 1,33 3,71 0,91
4% 6 3,39 2,97 1,00 7,75 2,56
6% 6 3,13 2,98 1,33 6,20 1,81 0283
8% 6 4,04 3,65 1,80 7,50 2,10 '
10% 6 1,94 1,76 1,17 3,15 0,77
12% 6 1,97 2,08 0,63 3,53 1,20

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Comparacédo dos momentos de avaliacdo dentro de cada grupo

Houve variacdo no numero de vasos do grupo controle, quando comparados
os dias 3, 7 e 14 (p=0,006). Houve maior nimero de vasos no terceiro dia, quando
comparado com o sétimo dia (p<0,001) e maior nimero de vasos no décimo quarto
em relacdo ao sétimo dia (p=0,004) (Tabela 6).

No grupo tratado com metronidazol 4%, encontrou-se diferenca na
comparacao dos dias 3, 7 e 14 (p=0,016). No terceiro dia constatou-se a presenca de
mais vasos do que no sétimo dia (p=0,002) e mais vasos no sétimo do que no décimo
guarto dia (p=0,025) (Tabela 6).

No grupo tratado com metronidazol 8% o numero de vasos variou entre 0s
dias 3, 7 e 14 (p=0,019). Verificou-se mais vasos no décimo quarto dia em
comparacao com o terceiro (0,003) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparagdo do nimero de neovasos dos grupos nos momentos 3 X 7 X 14 dias

G Valor d dia 3 x 7 x 14 Momentos comparados
rupo alor de p (dia 3 x 7 x 14) 3x 7 3 x 14 7 x 14
CONTROLE 0,006 <0,001 0,186 0,004
4 0,016 0,002 0,246 0,025
6 0,066
8 0,019 0,062 0,003 0,130
10 0,268
12 0,164
22 | |
20 | |
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10% 12%

14 dias
Figura 1- Comparagédo do nimero de neovasos em 3, 7 e 14 dias dentro de cada grupo

Comparacéo dos grupos em cada dia de avaliacao

Houve diferenca da marcacédo de tecido mesenquimal, entre 0S grupos no
terceiro dia (p=0,003) (Tabela 7).
Na comparacdo dois a dois, verificou-se que a diferenca foi as custas dos
grupos metronidazol 6% (p=0,001), 8% (p=0,001) e 10% (p=0,034), ficando abaixo do

padréao do controle (Tabela 8).

O nuamero de vasos foi semelhante entre os grupos, no sétimo (p=0,056)
(Tabela 9) e décimo-quarto (p=0,184) dias (Tabela 10).



Tabela 7 - Avaliacdo vimentina do nimero de vasos/ nimero de campos no D3
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Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo Valor de p (grupos)
Dia 3 Controle 6 1,560 1,643 0,882 2,333 0,571

4% 6 1,386 1,292 1,000 1,875 0,366

6% 6 0,723 0,697 0,556 1,000 0,177 0,003

8% 6 0,768 0,667 0,588 1,429 0,326

10% 6 0,924 0,969 0,667 1,154 0,195

12% 6 1653 1,292 0,667 4,000 1,198

Tabela 8 - Comparacéo dos grupos dois a dois vimentina do nim. de vasos/nim. de campos no D3

Grupos comparados Valor de p
Controle x 4% 0,900
Controle x 6% 0,001
Controle x 8% 0,001
Controle x 10% 0,034
Controle x 12% 0,579
4% X 6% 0,001
4% x 8% 0,001
4% x 10% 0,044
4% x 12% 0,667
6% X 8% 0,788
6% x 10% 0,106
6% x 12% 0,002
8% x 10% 0,173
8% x 12% 0,005
10% x 12% 0,106
Tabela 9 - Avaliagdo vimentina do nimero de vasos/nimero de campos no D7
Grupo n Meédia Mediana Minimo Maximo DeSVJO Valor de p
padrao (grupos)
Controle 6 2,491 2,434 2,222 3,000 0,270
4% 6 2,614 2,518 1,875 4,000 0,747
) 6% 6 2,639 2,667 2,353 2,813 0,152
Dia 7 0,056
8% 6 2,651 2,667 2,222 3,000 0,321
10% 6 3,100 3,000 2,667 4,000 0,464
12% 6 2,510 2,510 2,353 2,667 0,172

Tabela 10 - Avaliagédo vimentina do nimero de vasos/nimero de campos no D14

Grupo n Média Mediana Minimo Méaximo Desvio padrdo Valor de p (grupos)
Controle 6 2,203 2,176 1,579 2,857 0,508
4% 6 2,906 2,667 2,222 4,000 0,621
. 6% 6 2,806 2596 2,308 3,500 0,492
Dia 14 0,184
8% 6 3,045 2,833 2,188 4,000 0,698
10% 6 2,446 2,353 2,308 2,857 0,213
12% 6 2,484 2426 1,765 3,333 0,629
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Comparacéo dos momentos de avaliacao dentro de cada grupo

Houve variacdo no numero de vasos do grupo controle, quando comparados
os dias 3, 7 e 14 (p=0,019). Houve maior numero de vasos no sétimo, quando
comparado com o terceiro dia (p=0,003) e maior nimero de vasos no décimo-quarto
dia em relacéo ao terceiro (p=0,039) (Tabela 11).

No grupo tratado com metronidazol 4%, encontrou-se diferenca na
comparacao dos dias 3, 7 e 14 (p=0,003). No sétimo dia constatou-se a presenca de
mais vasos do que no terceiro (p=0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no
sétimo dia (p<0,001) (Tabela 11).

O grupo tratado com metronidazol 6% apresentou diferenca na comparacao
dos dias 3, 7 e 14 (p=0,003). No sétimo dia constatou-se a presenca de mais vasos
do que no terceiro dia (p<0,001) e mais vasos no décimo quarto do que no terceiro
(p<0,001) (Tabela 11).

Tabela 11 - Comparacdo dos grupos nos momentos 3 x 7 x 14 dias

Valor de p
Grupo Dia 3 x dia 7 x dia 14 Dia3xdia7 Dia 3 x dia 14 Dia 7 x dia 14
Controle 0,019 0,003 0,039 0,205
4% 0,003 0,001 <0,001 0,227
6% 0,003 <0,001 <0,001 0,859
8% 0,003 <0,001 <0,001 0,364
10% 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
12% 0,076 - - -

No grupo tratado com metronidazol 8% o niumero de vasos variou entre 0s
dias 3, 7 e 14 (p=0,03). Houve a presenca de mais vasos no sétimo do que no terceiro
dia (p<0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no terceiro dia (p<0,001) (Tabela
11).

No grupo tratado com metronidazol 10% o niumero de vasos variou entre 0s
dias 3, 7 e 14 (p=0,001). Percebeu-se a presenca de mais vasos no sétimo do que no
terceiro dia (p<0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no terceiro dia (p<0,001).
Neste grupo houve presenca de mais vasos no décimo-quarto dia, quando comparado
ao sétimo dia (p<0,001) (Tabela 11).

N&o houve diferenca no nimero de vasos, no grupo tratado com metronidazol

12%, na comparacao dos momentos.
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DISCUSSAO

Substancias que promovam uma melhor cicatrizacdo sdo muito estudadas
porque representam ndo so6 qualidade de vida, mas reducao de custos, de forma geral.

O uso do metronidazol que ja era utilizado para o controle do odor das feridas
(11), também apresentou melhora em padrbes de cicatrizacdo, confirmada por
diversos autores (14, 16-19).

Quando se avalia a literatura, percebe-se que ndo ha padronizagdo, nas
concentracfes utilizadas e nas vias de administracdo, o que impossibilita a
comparacao adequada entre os resultados.

Ha estudos que procuram avaliar os efeitos do metronidazol na cicatrizacdo
utilizando 20mg/kg (21), 50mg/kg (18), 108 mg/kg (14), 160mg/kg (17) e 180mg/kg
(16). Com concentracdes diferentes torna-se dificil estabelecer um padrdo de
comportamento para 0 metronidazol.

Com a falta de padronizacdo dos estudos, torna-se dificil definir uma
concentracdo minima, abaixo da qual ndo haveria beneficio cicatricional. Da mesma
forma ndo ha como definir um limite a partir do qual seu uso seria toxico ou qual a
concentracdo que estabeleceria beneficio cicatricional.

Para responder essas duavidas utilizamos, em nivel experimental, o
metronidazol nas concentracdes de 40mg/kg (4%), 60mg/kg (6%), 80mg/kg (8%),
100mg/kg (10%) e 120mg/kg (12%); em uso tdpico, para feridas de espessura total.
Concentramos nossa avaliagdo na angiogénese. Uma vez que maior angiogénese
representa maior aporte de nutrientes para a ferida, logo menor tempo de cicatrizacao;
poderemos relacionar o metronidazol a melhora cicatricional ou precocidade
cicatricional, se 0 mesmo aumentar o niumero de vasos na ferida (31).

Este estudo comprovou beneficio a partir do sétimo dia. Houve aumento dos
neovasos nos grupos que utilizaram metronidazol 6% e 8%, embora, neste dia tenha
sido verificada maior angiogénese em todos 0s grupos experimentais, em numeros
absolutos (4%, 6%, 8%, 10% e 12%). A vimentina, que pode ter marcado tecido
mesenquimal, teve 0 mesmo comportamento. No terceiro dia 6%, 8% e 10% ficaram
com valores abaixo do grupo controle. No sétimo dia houve uma tendéncia a valores
maiores que o controle nesses grupos.

Borden (21) em estudo com metronidazol topico, 20mg/kg (2%), referiu

pY

retardo cicatricional, atribuindo a toxicidade. Acreditamos que 2% seja uma
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concentracdo muito baixa para alcancar um efeito prd cicatricial, uma vez que
comprovamos maior angiogénese em 6% e 8%.

No terceiro dia, encontrou-se menor nimero de vasos, quando comparado ao
controle, na utilizacdo da concentracdo de 8%. Poderia ser justificado como efeito
toxico dessa concentragdo, pois ha estudo referindo toxicidade em 2% (21). Porém,
este estudo comprovou maior angiogénese, em 6% e 8%, no sétimo dia; o que
descarta a teoria da toxicidade. Talvez, esse valor negativo da concentracdo de 8%,
no terceiro dia, se deva ao nosso "n", o qual, em funcdo do numero de concentracdes
utilizadas no estudo (5 grupos experimentais e 1 grupo controle), precisou se
enquadrar no "n" minimo necessario.

A hipoxia ou mesmo a hipoperfusdo, causada por um namero menor de vasos
gue o padrao esperado, forca as células a quebrarem a glicose, anaerobicamente,
resultando na formagé&o do &cido latico (32).

A combinacao entre a hipoxia, o ph baixo e a alta concentracéo de acido latico
ativa o macréfago para a producao de fatores de crescimento (31) .

Baixas doses de oxigénio aumentam a secrecdo de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF)(33).

O macrofago produz entre os fatores de crescimento, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (34-37); o qual pode ter estimulado o tecido mesenquimal
em sua diferenciacao.

A exposicao prolongada a hipoxia promove alteracdes fisioldgicas em um
periodo de horas a dias(38). A resposta a hipdxia inclui a regulacdo da angiogénese
(39,40). Os fatores indutores da hipoxia estimulam a transcricdo de genes envolvidos
na angiogénese, além de processos de multiplicacao celular (41).

Neuropeptideo, em uso tdpico, parece induzir a proliferacdo de celulas
mesenquimais (42), talvez o metronidazol, também, possa fazé-la.

As concentragbes de metronidazol 6% e 8% interferiram no terceiro dia,
reduzindo o numero de vasos, o que poderia ter reduzido o aporte de oxigénio,
aumentando a producgéo de acido latico, estimulando os macréfagos a induzirem a
angiogénese, no sétimo dia, poderia ter sido uma resposta adaptativa a hipoxia
tecidual. Essa reacéo teria corrigido o déficit no nimero de vasos, a ponto de nao
haver diferenca no décimo-quarto dia, confirmando um efeito de aumento de vasos,

tardio para essa concentracao.
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O desvio padrédo mostra que a angiogénese nao foi homogénea e o "n" ndo
permite delinear um perfil.

Prasad (14) utilizou 160mg/kg referindo efeito negativo para a cicatrizacao, o
gue pela avaliacao de Girish e Patil (17) e pela nossa avaliacdo ocorreu devido a uma
dosagem alta, 16%, a qual possa levar a toxicidade.

Verificou-se em nosso estudo que Metronidazol 10% e 12%, no terceiro € no
décimo quarto dia, foram menores em numeros absolutos, indicando um status, que
tenderia a algum grau de toxicidade, uma vez que o numero de neovasos foi menor
que do controle. Portanto, uma concentracdo de 16% seria toxica.

Quando comparamos as diferentes concentracdes, em uso topico,
delineamos o que poderia se traduzir como um perfil do efeito do metronidazol. Houve
maior angiogénese, no sétimo dia, nas concentracfes de 6% e 8%.

Dosagens abaixo de 6% poderiam ser insuficientes para estimular a
angiogénese. Assim como dosagens a partir de 10% poderiam exercer alguma
atividade toxica, impedindo a neoangiogénese.

Sendo o metronidazol um antibiético, as dosagens de 6% e 8%, poderiam ser
suficientes para reduzir a flora bacteriana, permitindo um melhor desenvolvimento
tecidual; neste caso, um melhor desenvolvimento angiogénico.

Dosagens abaixo desses valores, talvez sejam insuficientes, para reduzir a
flora bacteriana a ponto de interferir na angiogénese; valores a partir de 10% poderiam
promover um maior desequilibrio da flora colonizadora, causando dificuldade para o
desenvolvimento de vasos, culminando com um resultado que possa ser interpretado
como toxicidade. Mesmo uma alta concentracao, por si sé poderia agredir o tecido,
inflingindo um padrao de toxicidade.

Prasad e Rao (14), Rao(16) e Girish e Patil (17) utilizaram via oral; Rao (20) e
Sampaio (18) utilizaram t6pico; as concentracdes foram diversas: 108 mg/kg, 180
mg/kg, 160 mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg. Independente, da via e da dosagem o0s
resultados evidenciaram epitelizagc&o precoce.

Poderiamos entender que a via oral permitiria a absor¢do e seus efeitos
antibacterianos sobre os tecidos, enquanto o uso topico permite a acao antibacteriana,
talvez, em menor escala, porém suficiente para um efeito angiogénico.

Se o uso oral promove um efeito sobre a cicatrizacdo, € provavel que a agédo
esteja relacionada com a atividade antibacteriana e néo relacionada a presenca fisica

no local. Embora haja relato de antibi6tico topico interferindo na neoangiogénese (12).
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Talvez caracteristicas estruturais ou fisiologicas da linhagem celular, sejam as
responsaveis pela resposta as diferentes concentracdes de metronidazol.

Fica evidente, neste estudo, que a mesma substancia apresenta
comportamento diferente, em sua agao, de acordo com a concentracao.

Nos permite entender que se quisermos otimizar um processo cicatricial,
pode-se promover um maior padrdo de angiogénese, utilizando metronidazol em
baixas concentracbes, 6% e 8%, alcancando esse efeito no sétimo dia.
Concentracdes abaixo dessas nos parecem insuficientes para afetar a angiogénese e
acima destas, exercem efeito toxico.

Ha necessidade de mais estudos para a confirmacdo desses resultados,

expondo 0s mesmos a um numero maior de animais nos grupos de estudo.

CONCLUSAO

E possivel se concluir, que no presente estudo, a aplicacdo tdpica de
metronidazol, em ratos, nas feridas de espessura total, influencia, positivamente, o

aumento de neovasos em concentracoes de 6 e 8%.
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3 CONCLUSAO

- A aplicagéo tépica de metronidazol sobre a ferida cutanea experimental, ndo
infectada, de espessura total, induz absorcao sistémica de quantidades muito baixas
do antibiético e ndo dependentes tanto da concentracdo da solugdo aplicada, quanto

do periodo de tempo em que foi empregada.

- A aplicacao topica de metronidazol, em ratos, nas feridas de espessura total,

influencia, positivamente, 0 aumento de neovasos em concentracdes de 6 e 8%.
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PESQUISADOR RESPONSAVEL: Maria de Lourdes Pessole Biondo Simées

EQUIPE DE PESQUISA:

Lilian Cristine Teixeira Trindade, Jorge Eduardo Fouto Matias, Maria de Lourdes Pessole Biondo
Simédes

INSTITUIGAO:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

CENTRO / CURSO:
CCBS / Medicina
ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Rattus novergicus, Rodentina Macho 110 dias / 250g C 144
Mammalia a 350g

O colegiado do CEUA em reunifo no dia 03/11/2011, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigces, cabe ao pesquisador néo
inicié-la antes de receber a autorizag&o formal para a sua realizaggdo. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicio e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requeridq por este CEUA em

tempc:%
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Lembramos ao pesquisador que & obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério
final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

Prof® Ci ‘D"Almeida e Oliveira
Coordenadora Adjunta
Comité de Etica no Uso de Animais
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ANEXO 2: DESCRICAO DA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA REALIZADA

Os blocos parafinados, relativos ao experimento, foram cortados em micrétomo de parafina.
Os cortes de 5 micra de espessura foram estendidos em laminas previamente lavadas em solucéo
sulfocrdmica, emulsionadas com adesivo a base de poli-L-lisina 10% (Poly-L-Lysine, da marca Sigma,
USA, cbd. P8920), e colocadas em estufa a 60°C durante 12 horas, para melhor aderéncia destes as
laminas.

Depois de identificadas, as laminas voltaram a estufa a 60°C por 20 minutos e, a seguir, foram
colocadas em trés banhos de xilol (5 minutos cada) e em 3 banhos de alcool em concentragfes
decrescentes de 95%, 70%, 50% e agua corrente (cinco minutos cada), conforme procedimento
histotécnico usual, em temperatura ambiente. Em seguida a atividade da peroxidase enddgena foi
blogueada através da imersdo em peroxido de hidrogénio a 3% e em metanol a 70% durante 20
minutos, entdo as laminas foram lavadas em agua destilada.

A recuperagdo antigénica seguiu os procedimentos descritos nos data-sheet destes.

As laminas do anticorpo ACTINA LISA (dil.: 1:250) marca marca Dako céd. M 0851, foram
mergulhadas em tampao citrato de sédio a 0,01M com pH igual a 6.0 em camara de pressdo PASCAL
por 2 minutos e 30 segundos, quando comecava a pressao (temperatura chegava a 117°C). Depois de
desligada, quando a temperatura chegava a 90°C, a cAmara de pressao ja estava pronta para abrir.

Apés esta etapa, as laminas foram lavadas em 4gua destilada e colocadas em tampédo PBS
pH 7.4 com TWIN 20 marca Sigma cod. P7949 para diminuir o background. Foi realizado 3 banhos de
5 minutos cada.

Em seguida, os cortes foram ciclados por uma caneta hidrofobica, de marca Dako c6d. S2002,
para evitar que escorresse a solugdo com o anticorpo diluido, e incubados com o anticorpo previamente
diluido em uma solugéo de PBS-TWIN20 + BSA a 0,1% (esta solugéo serve para bloquear as proteinas
inespecificas). Ap6s uma hora de reacdo em temperatura ambiente foi aplicado o kit da EasyPath ABC
Universal, sendo que ao fim de cada etapa as laminas foram lavadas em tampao PBS-TWINZ20.

A seguir foi adicionado o cromégeno DAB, marca Dako céd. K3468, por 30 segundos a 1
minuto, em média. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e contracoradas em
hematoxilina de Harris, azuladas em agua corrente (nlcleos em azul para revelar a morfologia do
tecido), desidratadas em alcool com concentragfes crescentes 50%, 70%, 90% e P.A., e depois quatro
banhos de xilol, sendo finalmente montadas com goma de Damar, da marca Proquimios, para fixacéo
das laminulas, e posterior observagéo ao microscépio optico.

Wellington Xavier Gomes da Costa
wellington@anticorpos.com.br
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ANEXO 3: ANTICORPO DAKO CODIGO M0851

Monoclonal Mouse
Anti-Human

Smooth Muscle Actin
Clone 1A4

(" DakoCytomation |3

Code No./ Code/ Code-Nr. M0851

Specimen preparation

Staining procedure

Performances characteristics

(103467-002)

ENGLISH

Intended use For in vitro diagnostic use.

Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, Clone 144, is intended for use in immunocytochemistry. The antibody labels smooth
muscle cells, myofibroblasts and myoepithelial cells, and is a useful tool for the identification of lsiormyomas, kiomyosarcemas (1, 2), and
plecmorphic adenomas (3). Differential identification is aided by the results from a panel of antibodies. Interpretation must be made within
the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Introduction Cytoplasmic actins, which belong to the microfilament system of cytoskeleton proteins, are some of the most conserved eukaryotic
proteins being expressed in mammals and birds. The actin protein consists of six isoforms, varying in their amino acid sequence, but all
having the same molecular mass of 42 kDa. The isoforms show more than 90% overall sequence homology, but only 50-60% homology in
their 18 N-terminal residues. The N-terminal region appears to be a major antigenic region (4). There are different o isoforms specific for
muscle tissues, e skeletal muscle o, cardiac muscle o, and smooth musde o respectively (1). The B- and y-actins may be present in
miuscle cells as well as most other ol types in the body, including non-muscle cells (5).

Reagent provided Manoclonal mouse antibody provided in liquid form as cell culture supernatant dialysed against 0.05 melll Tris/HCl, pH 7.2, and containing
15 mmollL MaNs.

Clone: 144. The 144 clone is idenfical to the anti-asm-1 described in (4). lsotype: IgG2a, kappa.
Mouse 1gG concentration: see label on vial.

Immunogen M-terminal synthetic decapeptide of a-smooth muscle actin coupled to keyhole limpet hasmocyanin (KLH) {4).

Specificity In Westem blotting and SDS-PAGE immunoblotting of the o-smooth muscle isoform of actin, the antibody labels a band corresponding to
a-smooth muscle actin (4).

As demonstrated by Westemn bletting and'or immunocytochemistry, the anfibody cross-reacts with the o-smooth muscle actin-equivalent
protein in chicken, cow and rat (4).

Precautions 1. For professional users.
2. This product contains sodium azide (Mal;), a chemical highly toxic in pure form_ At product concentrations, though not dassified as
hazardous, sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush
with large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.
3. As with any product derived from biclogical sources, proper handling procedurss should be used.
4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to aveid contact with eyes and skin.
5. Unused solution should be disposed of according fo local, State and Federal regulations.

Storage Store at 2-8 “C. Do not use after expiration date stamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified,

the user must verify the conditions. There are no obwvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. I unexpected staining is observed which cannot be explained by variations
in laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact our Technical Services.

Paraffin sections: The antilbody can be usad for labelling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin. Pre-treatment of tissues with
heat-induced epitope retrieval is recommendsd. Optimal results are obtained with 10 mmolL Tris buffer, 1 mmolll EDTA, pH 9.0. Leas
optimal results are obtained with DakoCytomation Target Refrisval Solution, High pH, code No. 53308, or 10 mmollL citrate buffer, pH 6.0.
However, DakoCytomation Target Refrieval Solution, code Mo. 51700 was found inefiicient. Pre-treafment of tissues with proteinase K was
found destructive of the epitope. The tissue sections should not dry out during the treatment or during the following immunocytochemical
staining procedure.

Frozen sections and cell preparations: The antibody can be usad for labelling acetons-fined, frozen secions (1),

Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, code Mo. MD851, may be used at a dilufion range of 1:50-1:100 when
applied on formalin-fixed, paraffin-embedded sections of normal human colon and using 20 minutes heat-induced epitope retrieval in
10 mmolL Tris buffer, 1 mmoll EDTA, pH 9.0, and 30 minutes incubation at room temperature with the primary anfibody. Optimal
conditions may vary depending on specimen and preparation method, and should be determined by each individual laboratory. The
recommended negative conirol is DakoCytomation Mouse lgG2a, code Mo. X0943, diluted to the same mouse IgG concentration as the
primary antibody. Unless the stability of the diluted antibody and negative control has been established in the actual staining procedure, it
is recommended to dilute these reagents immediately before use, or dilute in DakoCytomiation Anfibody Diluent, code No. S0809. Paositive
and negative controls should be run simultaneously with patient specimen.

\Visualization: LSAB™+/HRP kit, code Mo. KDET9, and EnVision™+/HRP kits, code Mos. K4004 and K4006, are recommended. For frozen
sections and cell preparations, the DakoCytomation APAAP kit, code Mo. KDETD, is a good altemative if endogenous peroxidase staining
is a concem. Follow the procedure enclosed with the selected visualization kit.

Automation: The antibody is well-suited for immunocytochemical staining using automated platfiorms, such as the DakoCytomation
Autostainer.

Cells labelled by the antibody display a cytoplasmic staining pattermn.

MNomial fissues: The antibody labels smooth musce cells in blood vessels and, additionally, salivary ducts and nyoepithelial cells around acini in
salivary glands (3). Smooth muscle cells in 35036 nomal uterine myomedria were also positively labelled (2). Further, a temporal labelling of
perisinusoidal iver cells has been observed (B). In frozen tissues, the antibody labels myofibroblasts and miyoepithelial cells around acini and
ducts of the breast, whersas epithelia {adeno, squamous), lymphocytes, cardiac- and skeletal muscle cells, endothelial cells, fat cells, Schwann
cells and fibroblast are negative (1).
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Abnomal fissues: The anfibody labelled 24/26 leiomyomas, 67 afypical lelomyomas and 21/25 leiomyosarcomas of the uterus, as well as 1313
extrauterine nongastrointestingl spindled  lelomyosarcomas  (2). Morsover, the anfibody labelled a vanable amount of cslis in 8/8
pseudosarcomatous rnyDﬁLmblashc tumours of the urinary bladder in children (7). In plaomorpﬂc adenomas, the antibody labelled tumour
epithelial cells (myoepithelial cells) in 1920 cases (3). In frozen tissues, the anfibody, in addition to the Iabeﬂng of 55 leiomyomas and 67
leionmyosarcomas, also labelled 4/22 malignant fibmus histocytomas and 1/2 rhabdonwyosarcomas. 6/6 malignant schwannonias were negative,
as also 1313 other soft tissue tumours, including 1 fibrosarcoma, B liposarcomas, 1 angic-sarcoma, 1 capillary haemagioma, 1 Triton tumour,
and 3 symovial sarcomas (1).

FRANGCAIS
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Réactif fourni

Immunogéne

Specificité

Précautions demploi

Stockage

Préparation
de I'échantillon

Procédure
d'immunomarquage

(103467-002)

Pour diagnostic in vitro.

Monocional Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, Clone 144, est destingé pour un usage en immunocytochimie. L'anficorps margue
les cellules des muscles lisses, les myofibroblastes, les cellules myoepitheliales, et constitue un instrument pratique pour lidentification
des leiomyomes, des |Siomyosarcomes (1,2) et des adénomes pléomorphes (3). Lidentification differentielle s'appuie sur les résultats
obtenus & I'aide d'un panel d'anticorps. Linterprétation des résultats doit étre entreprize par un professionnel cerifie dans le contexte de
Fhistoire clinique du patient et des autres examens diagnostics.

Les actines cytoplasmiques, qui appariennent au systéme microflamentaire des protéines cytosqueletiques, font partie des protéines
eucaryotes les mieux conservees, exprimess chez les mammiféres et les oiseaw La protéine d'actine est constituée de six isoformes,
différentes par la sSquence de leurs acides aminés, mais qui ont foutes une méme masse moléculaire de 42 kDa. Les isoformes
présentent une homolegie globale de leur séguence supérieure 4 90 %, mais cette homologie m'est que de 50 & 80 % pour leurs résidus
18 N-terminawe. La région N-terminale semble &tre une région antigénigque majeurs (4). || existe des isoformes o spécifiques des tissus
musculaires, par exemple o acfine des muscles squlettiques, o actine du muscle cardiaque et « actine des muscles lisses, respectivement
(1). Les actines - et v- peuvent étre présentes dans les cellules des muscles sinsi que dans d'autres types de cellules du corps humain, y
compris des cellules non-musculaires (5).

L'anficorps de sours monocionale foumi & Fétat liquide comme culture cellulaire sumageante dialisée contre 0,05 mol/L Tris/HCI, pH 7.2,
et contenant 15 mmelll MaM:.

Clone: 144 Le clone 144 est identique & l'anti-asm-1 décrit dans (4). lsotype - lgi32a, kappa.
Conecentration 1gG de Sourie: Voir ['éfiquette sur e flacon de 'échantillon.

Décapeptide synthétique N-terminal d'e actine du muscle lisse couplé & de I'hémocyanine de le (KLH) (4).
ymithétiq p yan

Lors d'analyses par Westem blot ou SD5-PAGE de lsoforme o—muscle lisse de 'acting, Fanticorps marque une bande comespondant &
Factine o-muscle lisse (4).

Comme démontré par les transferts de type Westem etiou en immunocytochimie, Ianticorps monitre une réaction croisée & la protéine
équivalente & l'n—actine du muscle lisse chez le poulet, la vache et le rat (4).

1. Pour utilisateurs professionnels.

2. Ce produit confient de I'azide de sodium (Mal;), un produit chimique hamementtomque & I'état pur. Aux concentrations du produit, bien
quiil ne soit pas classé comme étant nuisible, Pazide de sodium peut réagir avec la tuyauterie en plnmb et en cuivre pour former des
dépots hautement explosifs d'azides métalisés. Lors de I'Elimination du produit, laisser couler I'eau & fiot pour éviter toute accumulation
d'arides métallisés dans la tuyauterie.

3. Comme pour tout dénivé biologique dangereux & manipuler, une précision 2impose.

4. Porter un vétement de protection approprié pour éviter le contact avec les yeux et la peau.

5. Les solutions inutilisées doivent &fre éliminéss conformeément aux réglementations locales et nationalas.

Stocker entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser aprés la date de péremption mentionngée sur le flacon. Dans le cas ol les réactifs sont conservés
sous d'autres conditions que celles spécifiées, les conditions doivent étre vérifiées par l'utilisateur. |l n'existe pas de signe particulier pour
indiquer Finstabilité de =} produn Par conséguent, les mmmlﬁ dnwent étre opérés simultanément avec les &chantilons du patient. En
cas de résultats imprévus qui ne peuvent pas eire expliqués par des chang te de procedures de laboratoire et qu'un probléme avec le
produit est suspectg, contactez nos Services Techniques.

Coupes en paraffine: L'anticorps peut &tre utilisé pour manguer des coupes de tissus incluses en paraffing, fixées au formol.

Le prétraitement des tissus par desgquamage des épitopes par la chaleur est requis. Des résultats optimaws sont obtenus avec du tampon
Triz 10 mmold, EDTA 1 mmal, & 9,0 de pH. Des résultats plus faibles sont obtenus dans DakoCytomation Target Retrieval, pH élevé,
code 53308, 10 mmol/l tampon citrate, 4 6,0 de pH. Toutefois, DakoCytomation Target Retrieval Solution, code S1700 s'est avérée
inefiicace. Le prétraitement des tissus & la Protéinase K a entraing la destruction de I'épitope. Les coupes de tissus ne doivent pas sécher
pendant le traitement ou la procédure dimmunomarguage immunccytochimique suivante.

Coupes congelées et préparations cellulaires: |'anticorps peut étre ufilisé pour marguer les coupes congelées fixées al'acstone. (1).

Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, code MOSS51 peut étre dilué entre 1:50 et 1:100 pour application sur des
coupes de tissus incluses en parafiine, fixées au formol du col humain pendant 20 de demasquage de I'épitope dans 10 mmoliL tampon
Triz, 1 mmelL ECTA, pH 9.0, and 30 minutes dincubation & température ambiante avec 'anticorps primaire. Les conditions optimales
peuvent varier 2elon 'échantillon et la méthode de préparation, et doivent étre déterminées par chague laboratoire particulier. Le contrdle
négatif requis est DakoCytomation Mouse 1gG2a, code X0943, dilué & la méme concentration d'lgG de souris que Manticorps primaire. A
meinz que la stabilité de 'anticorps dilué et du contrdle négaftif ait &té Etablie dans la procédure dimmunomarguage réelie, il est
recommande de diluer ces réactifs juste avant leur emploi; ou de les diluer dans DakoCytomation Antibody Diluent, code S0803. Les
contréles positifs et négatifs doivent étre opérés simultanément avec échantilon du patient.

Révélation: LSAB™ +/HRP kit, code KDET, et EnVision ™ +/HRP kits, codes K4004 et K4006, sont requis. Pour les coupes en congélation
et préparations cellulaires, DakoCytomation APAAP kit code KDETD, est une altemative valable si le marquage endogéne péroxydasique
est & craindre. Suivre la procédure inclue avec le kit de réveélation choisi.

Automatisation: L'anticorps est bien adapté au marguage immunocytochimigue sur des plates-formes automatisées comme e
DakoCylomation Autostainer.

Les cellules manquées par lanticorps révélent un modéle de marguage cytoplasmique.

TESsUS NOMNaLc L'antmrps marque les cellules des muscles isses des vaisseaux sanguins, ainsi gue les cellules des canaux salivaires et les
cellules myoepithslisles autour des acini des glandes salivaires (3). Les cellules des muscles lisses de 35 myométres utéring nomau sur 36
ont également &t& manguées positivement (2). De plus, un manuage temporaire des cellules hépatiques périsinuscidales a £4& observé (6). Sur
des fissus congelés, I'anficorps marque les myofibrobiastes et les cellules myoépithélisles situés autour des canaw: et des acini mammaires,
alors que les épithéliums ( adéncépithélium, epithélium squameux), les ymphocytes, les cellules des muscles squeletiques et cardiague, Iﬁ
cellules endothéliales, les adipocytes, les caliules de Schwann et les fibroliastes sont négatifs (1).
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Tissus anormaux: L’anticorps a marqué 24 léiomyomes sur 26, 6 léiomyomes atypiques sur 7 et 21 |é&iomyosarcomes de I'utérus sur 25, ainsi
que 13 Iéiomyosarcomes non gastro-intestinaux, extra-utérins, d’aspect fusiforme, sur 13 (2). En outre, 'anticorps a marqué un nombre variable
de cellules dans 8 cas de tumeurs myofibroblastiques pseudosarcomateuses de la vessie sur 8, chez I'enfant (7). Dans les cas d'adénomes
pléomorphes, I'anticorps a marqué les cellules épithéliales tumorales (cellules myoépithéliales) dans 19 cas sur 20 (3). Sur les tissus congelés,
I'anticorps, outre le marquage de 5 [éiomyomes sur 5 et de 6 [éiomyosarcomes sur 7, a également marqué 4 histiocytomes fibreux malins sur 22
et 1 rhabdomyosarcome sur 2. 6 schwannomes malins sur 6 ont été négatifs, ainsi que 13 autres tumeurs des tissus mous sur 13, dont 1
fibrosarcome, 6 liposarcomes, 1 angiosarcome, 1 hémangiome capillaire, 1 tumeur de type triton et 3 sarcomes synoviaux (1).

DEUTSCH
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(103467-002)

Zur Verwendung fur In-vitro-Untersuchungen.

Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, Clone 1A4, ist fur den immunzytochemischen Gebrauch bestimmt Der Antikérper
markiert Zellen der glatten Muskulatur, Myofibroblasten und Myoepithelzellen und hat sich bei der Identifizierung von Leiomyomen,
Leiomyosarkomen (1, 2) und polymorphen Adenomen als nitzlich erwiesen (3). Die differentielle Identifizierung wird durch die mit einem
Antikorper-Panel erhaltenen Resultate unterstiitzt. Die Befunde missen unter Bericksichtigung der klinischen Anamnese des Patienten
und im Kontext weiterer diagnostischer Verfahren von einem zertifizierten Facharzt interpretiert werden.

Zytoplasmatische Actine gehéren zum Mikrofilamentsystem der Zellskelettproteine und zahlen zu den im héchsten Umfang erhaltenen, bei
Saugern und Végeln exprimierten eukaryotischen Proteinen. Das Actinprotein besteht aus sechs Isoformen, die sich hinsichtlich ihrer
Aminosauresequenz unterscheiden, aber alle die gleiche Molekilmasse von 42 kDa aufweisen. Die Isoformen zeigen insgesamt mehr als
90%ige Sequenzhomologie, allerdings nur 50-60 % Ahnlichkeit hinsichtlich ihrer 18 N-terminalen Reste. Bei der N-terminalen Region
scheint es sich um einen majoren antigenen Bereich zu handeln (4). Es bestehen unterschiedliche o-Isoformen, die fir Muskelgewebe
spezifisch sind, d. h. Skelettmuskel-o, Herzmuskel-o. beziehungsweise Glattmuskel-o (1). Die B- und y—Actine kénnen in Muskelzellen
ebenso wie in den meisten weiteren Zelltypen des Kérper vorliegen, einschlieBlich von nicht zum Muskelgewebe gehérenden Zellen (5).

Der monoklonale Mausantikérper wird in flussiger Form als Zellkulturuberstand geliefert, wurde gegen 0,05 mol/L Tris/HCI, pH-Wert 7,2
dialysiert und enthalt 15 mmol/l NaN3.

Klon: 1A4. Der 1A4-Klon ist mit dem in Literaturangabe (4) beschriebenen anti-asm-1 identisch. Isotyp: 1gG2a, Kappa.
Maus-lgG-Konzentration: Siehe Produktetikett.

An KLH (keyhole limpet haemocyanin) gekoppeltes N-terminales synthetisches Decapeptid des o-Glattmuskel-Actin (4).

Beim Western-Blott und SDS-PAGE-Immun-Blotting der a-Glattmuskel-Isoform des Actin markiert der Antikérper eine Bande, die dem o-
Glattmuskel-Actin entspricht (4).

Anhand von Western-Blott und/oder immunzytochemisch wurde der Nachweis erbracht, dass der Antikérper bei Huhn, Kuh und Ratte eine
Kreuzreaktion mit dem Actin-aquivaltenten a-Glattmuskel-Protein eingeht (4).

1. Fur geschultes Fachpersonal.

2. Dieses Produkt enthalt Natrium-Azid (NaN3), eine in reiner Form hochtoxische chemische Verbindung. Bei den in diesem Produkt
verwendeten Konzentrationen kann Natrium-Azid, obwohl nicht als gefahrlich klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem Blei oder
Kupfer reagieren und zur Bildung von hochexplosiven Metall-Azid-Anreicherungen fithren. Nach der Entsorgung muss mit reichlich Wasser
nachgesplilt werden, um Metall-Azid-Anreicherung zu vermeiden.

3. Wie bei allen aus biologischen Materialien gewonnenen Produkten miissen die ordnungsgemaRen Handhabungsverfahren eingehalten
werden.

4. Entsprechende Schutzkleidung tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.
5. Nicht verwendete Losung ist entsprechend értlichen, bundesstaatlichen und staatlichen Richtlinien zu entsorgen

Bei 2-8 °C lagern. Nicht nach dem auf dem Flaschchen angegebenen Verfallsdatum verwenden. Sollten die Reagenzien unter anderen
Bedingungen als den beschriebenen aufbewahrt worden sein, so missen diese vom Anwender verifiziert werden. Es gibt keine
offensichtlichen Anhaltspunkte fur die mogliche Instabilitat dieses Produktes. Es sollten daher die Positiv- und Negativkontrollen
gleichzeitig mit den Patientenproben mitgefiihrt werden. Wenn unerwartete Verfarbung beobachtet wird, welche durch Anderungen in den
Labormethoden nicht erklart werden kann und falls Verdacht auf ein Problem mit dem Antikorper besteht, ist bitte Kontakt mit unserem
technischen Kundendienst aufzunehmen.

Paraffinschnitte: Der Antikérper kann fur die Markierung von paraffineingebetteten, formalinfixierten histologischen Schnitten genutzt
werden. Es wird eine Vorbehandlung der Gewebe mit hitzeinduzierter Epitopdemaskierung empfohlen. Optimale Ergebnisse werden mit
10 mmol/l Tris-Puffer, 1 mmol/l EDTA, pH 9,0, erhalten. Die Nutzung von DakoCytomation Target Retrieval Solution, pH 9,9, Code-Nr.
S3308 oder 10 mmol/I Citratpuffer, pH 6,0, erbringt weniger optimale Resultate. DakoCytomation Target Retrieval Solution, Code-Nr.
S1700, pH 6,1, hat sich als ineffizient erwiesen. Dagegen wurde festgestellt, dass die Gewebevorbereitung mit Proteinase K zur
Zerstérung des Epitops fuhrt. Wahrend der Gewebevorbehandlung oder wahrend der sich anschlieRenden immunzytochemischen
Farbeprozedur dirfen die Gewebeschnitte nicht austrocknen.

Gefrierschnitte und zytologische Praparate: Der Antikérper kann fiir die Markierung von azetonfixierten Gefrierschnitten verwendet werden
(1)

Verdiinnung: Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin, Code-Nr. M0851, kann bei einem Verdinnungsbereich von 1:50-1:100
eingesetzt werden, wenn es fiir Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Schnitte des gesunden humanen Kolon genutzt wird und wenn 20
Minuten lang die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung in 10 mmol/l Tris-Puffer, 1 mmol/l EDTA, pH 9,0, gefolgt von 30 Minuten Inkubation
mit dem primé&ren Antikérper bei Raumtemperatur, durchgefiihrt wird. Die optimalen Bedingungen schwanken je nach Probe und Methode
der Probenvorbereitung und sollten von jedem einzelnen Labor bestimmt werden. Die empfohlene Negativkontrolle ist DakoCytomation
Mouse IgG2a, Code-Nr. X0943, das auf dieselbe murine IgG-Konzentration wie der priméare Antikérper verdiinnt wurde. Solange mit dem
eigentlichen Testsystem die Stabilitdt des verdiinnten Antikérpers und der Negativkontrolle nicht sichergestellt ist, wird empfohlen, diese
Reagenzien unmittelbar vor Gebrauch zu verdinnen oder die Verdiinnung mit DakoCytomation Antibody Diluent, Code-Nr. S0809,
vorzunehmen. Es sollten die Positiv- und Negativkontrollen gleichzeitig mit den Patientenproben mitgefiihrt werden.

Visualisierung: Folgende Kits werden empfohlen: DAKO LSAB ™ +/HRP-Kit, Code-Nr. KO679 und DAKO EnVision™+/HRP-Kits, Code-Nr.
K4004 und K4006. Falls bei Gefrierschnitten und Zellpraparaten Probleme mit endogener Peroxidasefarbung auftreten, bietet der
DakoCytomation APAAP Kit, Code-Nr. K0670, eine gute Alternative. Es ist dem Verfahren zu folgen, das in den Anleitungen des
genutzten Kits fr die Visualisierung erlautert wird.

Automatisierung: Der Antikérper ist gut fur das immunzytochemische Farben unter Nutzung automatisierter Plattformen wie beispielsweise
des ,Autostainer” von DakoCytomation geeignet.

Durch den Antikérper markierte Zellen zeigen ein zytoplasmatisches Farbemuster.

Normalgewebe: Der Antikérper markiert Zellen der glatten Muskulatur von BlutgefaBen sowie zusatzlich Zellen der Speichelgange und
Myoepithelzellen um die Azini in den Speicheldriisen (3). AuBerdem wurden Zellen der glatten Muskulatur von 35/36 befundlosen uterinen
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Myometria markiert (2). Zusatzlich wurde eine zeitweilige Markierung perisinusoidaler Leberzellen beobachtet (6). Bei fiefgekuhlten Schnitten
markiert der Antikorper Myofibroblaste und Myoepithelialzellen um Gange und Azini der Mamma, wohingegen Epithelien (adenomatos,
squamos), Lymphozyten, Zellen von Herz- und Skelettmuskel, Endothelzellen, Fettzellen, Schwann-Zellen wie auch Fibroblaste negativ sind (1)

Anomales Gewebe: Der Antikorper markierte 24/26 Leiomyome, 6/7 atypische Leiomyome und 21/25 Leiomyosarkome des Uterus ebenso wie
13/13 extrauterine, nicht gastrointestinale spindelzellige Leiomyosarkome (2). Zudem markierte der Antikorper bei Kindem eine schwankende
Anzahl von Zellen bei 8/8 pseudosarkomatdsen myofibroblastischen Tumoren der Hamblase (7). Der Antikdrper markierte bei polymorphen
Adenomen in 19/20 Fallen Epithelzellen des Tumors (Myoepithelzellen) (3). Zusatzlich zur Markierung von 5/5 Leiomyomen und 6/7
Leiomyosarkomen markierte der Antikdrper bei Gefrierschnitten auch 4/22 maligne fibrdse Histozytome und 1/2 Rhabdomyosarkome. 6/6
maligne Schwannome (Neurinome) testeten negativ, ebenso wie 13/13 weitere Weichteilneoplasien, einschlieBlich von: 1 Fibrosarkom, 6
Liposarkome, 1 Angiosarkom, 1 kapilléres Hamangiom, 1 Triton-Tumor und 3 Synovialsarkome (1)
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ANEXO 4: CERTIFICADO DE ANALISE DO METRONIDAZOL
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