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RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) atinge mais de 500 milh6es de pessoas em todo o mundo e
no Brasil existem mais de 2 milh8es de portadores de algum grau de disfuncéo renal. Neste
contexto as toxinas urémicas geradas na DRC estéo relacionadas ao comprometimento da
cicatrizacao tecidual, pelo retardo do processo inflamatério cicatricial, baixa proliferacdo de
fibroblastos e células endoteliais, baixos niveis teciduais de hidroxiprolina e colageno, tecido
conectivo subcutaneo e tecido de granulagéo. Os objetivos do presente estudo sédo avaliar
na cicatrizagédo de anastomoses col6nicas de ratos urémicos, a formacao de tecido de
granulacdo, a maturacao de colageno, a densidade microvascular e de miofibroblastos, a
viabilidade celular cicatricial e os parametros séricos uréia, creatinina e proteina C reativa
(PCR). Utilizaram-se 20 ratos Wistar, com idades entre 143 a 152 dias e pesos de 249,02 +
13,80 gramas separados aleatoriamente em dois grupos. No grupo simulacdo os ratos foram
submetidos a simulacdo da nefrectomia 5/6 pela incisdo lombar esquerda exposic¢ao e
manipulacao do rim esquerdo (DO0), incisdo lombar direita, exposicdo e manipulagéo do rim
direito (D7), laparotomia mediana, colotomia e colorrafia (D14). No grupo uremia, 0s ratos
foram submetidos a nefrectomia 5/6 pela resseccdo ambos os polos renais do rim esquerdo
(DO0), nefrectomia total do rim do rim direito (D7), laparotomia mediana, colotomia e colorrafia
(D14). O estudo foi interrompido no sétimo dia apds colotomia/colorrafia e coletaram-se
amostras de sangue para dosagens séricas de uréia, creatinina e PCR e ressecaram-se 0s
segmentos colbnicos incisados e rafiados para processamentos histolégicos e histoquimicos
através da coloragdo de hematoxilina eosina para avaliagcao do tecido de granulacao
considerando a intensidade da reag&o inflamatoria cicatricial, crosta fibrinoleucocitéria,
proliferacdo angiofibroblastica e reepitelizagdo das bordas. Empregou-se a histometria
computadorizada para as avaliagcdes de colagenos tipo | e Il pela coloragéo de picrosirius,
densidade microvascular pela marcacdo com anticorpo monoclonal anti-CD34, viabilidade
celular pela pesquisa do antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA) e a densidade de
miofibroblastos com anticorpo monoclonal anti-a-actina. Empregaram-se os testes de
ANOVA e T-Student com p<0,05 para as comparac¢des entre os grupos. O grupo de ratos
submetidos a nefrectomia 5/6, em comparac¢ao ao grupo simulagdo, demonstraram
aumentos da uréia sérica (p<0,0000) e proteina c reativa ultrassensivel (p=0,0142), reducao
da: formacao de tecido de granulacao (reepitelizacdo de bordas -p=0,0196, proliferacédo
angiofibroblastica - p=0,0379), porcentagens de colageno | (p=0,0009) e colageno llI
(p=0,016), densidade microvascular (p=0,0074), PCNA (p<0,0000) e miofibroblastos
(p<0,0001). A uremia experimental induzida pelo modelo de nefrectomia 5/6 determina
impacto negativo no processo de cicatriza¢do colénica quando avaliado por formacéo de
tecido de granulacdo, maturacéo de coldgeno, densidade microvascular, proliferacéo celular
e densidade de miofibroblastos.

DESCRITORES: Nefrectomia. Uremia. Proteina C reativa. Cicatrizagdo. Colon. Colageno.
Neovascularizagdo Fisiologica. Miofibroblastos. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) affects more than 500 million people worldwide and in Brazil
there are more than two million patients with some degree of renal dysfunction. In this
context, the uremic toxins present in patients with CKD are related to worsening in tissue
healing by delaying the inflammatory process, decreasing the tissular levels of fibroblasts
and endothelial cell proliferation, decreasing the tissular levels of hydroxyproline and
collagen, subcutaneous connective and granulation tissue. Our aims are evaluate in uremic
rats, the intestinal healing granulation tissue formation, collagen maturation, microvascular
and myofibroblasts density, cicatricial cell viability and quantify the serum levels of urea,
creatinine and C-reactive protein (CRP). Twenty Wistar rats, aged 143 to 152 days, weighing
249,02 £ 13,80 grams were randomly separated into two groups. In the sham group rats
were submitted to 5/6 nephrectomy simulation by left lumbar incision, left kidney exposure
and manipulation (D0), right lumbar incision, right kidney exposure and manipulation (D7),
median laparotomy, colotomy and colorraphy (D14). In the uremia group, rats were
submitted to 5/6 nephrectomy by the resection of both left renal poles (DO0), total
nephrectomy of the right kidney (D7) and median laparotomy, colotomy and colorraphy
(D14). The study was discontinued on the seventh day and blood samples were collected for
serum urea, creatinine and CRP dosages and the incised and sutured colonic segments
were resected. The resected samples were studied histologically by hematoxylin eosin stain
for evaluation of granulation tissue. The intensity of the cicatricial inflammatory reaction,
fibrinoleucocytic crust, angiofibroblastic proliferation and borders reepithelialization were
considered. Through histochemical processing, microvascular density was evaluated by anti-
CD34 monoclonal antibody marking, cell viability by cell proliferation nuclear antigen (PCNA)
screening and myofibroblasts density with monoclonal anti-a-actin antibody. Computerized
histometry was used for evaluations of collagens type | and Il by the coloration of picrosirius.
The ANOVA and Student T tests were used with p <0.05 for comparisons between the
groups. The group submitted to nephrectomy 5/6, compared to the sham group, urea
increase (p <0.0000) and higher ultra-sensitive C reactive protein (p=0,0142). Decrease of
granulation tissue formation (border repithelialization - p=0,0196), angiofibroblast proliferation
p=0.0379), mean collagen | (p=0,0009) and collagen Il (p=0,016), microvascular density
(p=0,0074), PCNA (p<0,0000) and myofibroblasts (p<0,0001). The experimental uremia
induced by nephrectomy 5/6 model establishes negative impact in the wound healing at large
intestine when evaluated by granulation tissue formation and collagen maturation,
microvascular and myofibroblastic cell densities, and cell viability.

KEYWORDS: Nephrectomy. Uremia. C-reactive protein. Wound Healing. Colon. Collagen.
Neovascularization, Physiologic. Myofibroblasts. Rats, Wistar.
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1 Introducao

A cicatrizacdo € processo complexo, que comecou a ser entendido em maior
amplitude nos dltimos anos. Contudo, ainda ha que se estender o seu conhecimento face as
inovadoras medidas preventivas e curativas a disposicado dos cirurgides, diminuindo assim a
possibilidade de complica¢cdes no manuseio dos doentes que necessitam agressao cirirgica
para cura dos seus males.

Sabendo-se que a cicatrizagdo € desenvolvida por um conjunto harmdnico de
eventos celulares e bioquimicos locais, comuns a varios setores do organismo, pode-se
afirmar que estes influenciam o0s seus mecanismos intermediarios basicos como
hemostasia, inflamacao, proliferagédo celular e remodelamento da ferida.

Neste contexto as toxinas urémicas, geradas na disfungcdo renal, sdo as
responsaveis pela progressao da doenca renal crénica (DRC), através da inducdo da perda
da funcdo renal residual, desencadeando respostas inflamatoria sistémica e vascular e
desta forma, ampliando a disfuncdo endotelial renal. Outros efeitos adversos da DRC
referem-se a menor atividade fagocitaria dos polimorfonucleares, comprometimento da
cicatrizacdo tecidual, pelo retardo do processo inflamatorio cicatricial, baixa proliferagdo de
fibroblastos e células endoteliais, baixos niveis teciduais de hidroxiprolina e colageno, tecido
conectivo subcutaneo e tecido de granulagéo.

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela diminui¢éo lenta e progressiva da
funcdo renal, atualmente atinge mais de 500 milhdes de pessoas em todo o mundo e no
Brasil existem mais de 2 milhdes de portadores de algum grau de disfuncdo renal, segundo
estimativas da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN).

Entre os procedimentos cirlrgicos, as operagfes gastrintestinais figuram entre os
realizados com maior frequéncia. Em pacientes portadores de DRC quando necessitam de
alguma abordagem cirlrgica intestinal, que mesmo sob condi¢cdes urémicas, sera esta a
Unica decisdo a ser tomada pelo cirurgido na busca de uma solucao para o paciente, como
ocorre em situacdes de urgéncia ou nos casos de transplantes renais e reno-pancreaticos.
Entre as complicagBes cirdrgicas gastrointestinais, as mais descritas sdo as falhas na
cicatrizacao anastomatica representada por 3,4% a 12% de deiscéncias, tendo como causas

o fornecimento inadequado de oxigénio, a tensdo mecanica elevada na sutura, as
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deficiéncias nutricionais, os agentes farmacologicos, 0s processos inflamatorios e
infecciosos e os disturbios metabdlicos como o0 ambiente urémico secundéario a DRC.
Embora esteja disponivel um grande numero de informac8es cientificas sobre a
indugdo cirurgica de disfuncdo renal em ratos, sdo ainda escassas as que estudam o0s
efeitos da uremia na cicatrizacdo intestinal. Diante disso, o presente estudo investiga de
forma experimental em ratos urémicos, a cicatrizacdo de anastomoses col6nicas sob
parametros histopatologicos, imunoistoquimicos e por histometria computadorizada, a
maturacdo de colageno, a densidade microvascular e de miofibroblastos e a viabilidade

celular cicatricial.

1.1 OBJETIVOS:
1.1.1 OBJETIVO GERAL:
Avaliar em um modelo experimental de uremia, aspectos especificos da
cicatrizacdo de anastomose colbnica.
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.1.2.1 Avaliar a formacao do tecido de granulacéo cicatricial;
1.1.2.2 Quantificar a maturagéo de colagenos dos tipos | e Ill;
1.1.2.3 Avaliar a densidade cicatricial microvascular através do marcador anti-CD34;
1.1.2.4 Avaliar a viabilidade celular através do antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA);
1.1.2.5 Avaliar a densidade cicatricial de miofibroblastos através do marcador anti-a-

actina.
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2.1 DISFUNCAO RENAL

Os rins sao o6rgdos fundamentais para manutencdo da homeostase, portanto a
diminuicdo progressiva da funcdo renal implica em comprometimento de todos os demais
orgdos. Dados epidemiolégicos nacionais revelam que em julho de 2012, o numero total
estimado de pacientes portadores de DRC, em terapia dialitica, foi de 97.586, com taxas de
prevaléncia e incidéncia de 503 e 177 pacientes por milhdo da populagdo, respectivamente?.
Em 2014, nos EUA a taxa anual de mortalidade foi de aproximadamente 111 por mil
pacientes, e a incidéncia de novos casos alcanca a marca de 120 mil pacientes?.

A caracteristica fisiopatol6gica principal da DRC é a perda progressiva e irreversivel
da funcéo renal, pela diminuicdo da taxa da filtracdo glomerular e aumento sérico das
escorias nitrogenadas (uréia, creatinina e &cido Urico)? tendo como definicdo taxa de
filtracdo glomerular menor que 60 ml/min/1,73 m? de superficie de area corporal por trés
meses ou mais, independente da causa ou tipo de lesdo renal®. A determinacéo do nivel de
clearance de creatinina € o método utilizado para definir a magnitude da DRC e podem ser
empregados para essa finalidade os calculos: MDRD “Modification of Diet in Renal Disease™®
e o Cockcroft-Gault®.

Como causas de DRC que ainda predominam no nosso meio estdo a hipertensdo
arterial sistémica e o Diabetes Mellitus, e € considerada como doencga grave associada com
diversas co-morbidades e alteracdes metabdlicas podendo levar o paciente a morte®. Além
disso, requer grandes gastos da parte do governo, na maioria das vezes relacionada ao
tratamento de pacientes nos estagios mais avancados da doenca®. As opcdes de tratamento
nesta fase da doenca sdo a terapia substitutiva renal, hemodialise ou didlise peritoneal e
para casos selecionados, o transplante renal’.

Sabe-se que estas toxinas urémicas compreendem mais de 130 compostos
separados em trés categorias de acordo com as propriedades fisicas como peso molecular,
solubilidade, capacidade de ligacdo a proteinas®®. Alternativamente, as toxinas urémicas
podem ser classificadas de acordo com o local de origem, como as produzidas por

metabolismo enddgeno, as produzidas por metabolismo microbiano e aquelas ingeridas por
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z

fontes exdégenas!®. A uremia em pacientes com DRC é a consequéncia primaria da
inadequada remocgéo e subseqiiente acumulo de produtos normalmente metabolizados e
excretados pelos rins, associada a efeitos negativos em quase todos os 6rgdos e
sistemas!1213,

As toxinas urémicas sdo as responsaveis pela progressdo da DRC e perda da
funcado renal residual, porém nenhum momento especifico demarca o inicio da uremia em
pacientes com perda progressiva da funcédo renal'®. A uréia é quantitativamente o soluto
mais importante excretado pelo rim e foi o primeiro soluto organico detectado no sangue de
pacientes com faléncia renal, no entanto atualmente considera-se que a uréia apenas
constitui a menor parte da doenca urémica®®.

Em estudo realizado em cées, foi observado que lesbes extra-renais, causadas
pela uremia ocorrem de forma inconstante e imprevisivel, sendo mais evidentes e
acentuadas nos sistemas gastrointestinais, cardiovascular, respiratério e esquelético?®.

A alta concentracdo de toxinas urémicas circulantes pode desencadear resposta
inflamatoria sistémica e vascular e desta forma, induzir disfungdo endotelial. A acdo da
uremia em pacientes em hemodidlise pode estar associada a danos vasculares intensos!’. A
DRC nestes pacientes esta associada a menor atividade fagocitaria dos polimorfonucleares,
sugerindo a presenca de um fator no soro urémico, responsavel por esta diminuicéo?®.

Outros efeitos adversos da uremia foram verificados na cicatrizagéo tecidual, pela
baixa proliferacdo de fibroblastos, baixos niveis teciduais de hidroxiprolina e colageno?®®.
Também estd associada ao retardo do processo inflamatério da cicatrizacdo, menor
formacédo de colageno e de tecido conectivo celular subcutaneo em ratos?® e também a
inibicdo da proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e tecido de granulacdo?:.

O mecanismo pelo qual a uremia diminui a proliferacéo de fibroblastos, no processo
cicatricial, foi definido como uma forma de microinflamagéo associada a acidose e estresse
oxidativo, sendo este evidenciado pelos elevados niveis séricos de mieloperoxidase,
produtos avancados de oxidacdo e lipoxidacdo protéica?>. A maioria dos estudos que

abordam distirbios de cicatrizacdo em pacientes com DRC tém multiplos fatores
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morbigenos como Ulceras diabéticas periféricas associadas a doenca arterial oclusiva com
isquemia e neuropatia senso-motora 2324,

A maior causa de mortalidade em pacientes com DRC é de origem cardiovascular,
atingindo um indice anual em torno de, aproximadamente, 9%, ou seja, de 10 a 20 vezes
maior se comparado a populac¢do geral, mesmo quando o ajuste é feito para outros fatores
de risco, como idade, raca, sexo e presenca de diabetes mellitus (DM)%.

A disfuncéo renal é associada ao aumento da resposta inflamatéria? gerada pelo
aumento do estresse oxidativo?” comum tanto em insuficiéncia renal leve?® como em estados
avancados de DRC?. Diferentes marcadores de inflamac&o tém sido evidenciados na DRC,
entre estes a interleucina 6 (IL6), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a proteina C
reativa (PCR), a qual tem sido, desde sua descoberta, amplamente utilizada como um
marcador de inflamac&o® pela sua confiabilidade, baixo custo e disponibilidade®!.

Pacientes com DRC apresentam niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias,
indicando assim uma associacdo entre DRC e sindrome metabdlica. A interacdo
fisiopatologica entre rim e coragdo leva a sindrome cardiorrenal e subsequentes lesbes
vasculares, gerando assim danos cardiacos seguido de doenga cardiovascular (DCV)* que
é a principal causa de morte prematura em individuos com DRC,

A disfuncéo endotelial € uma consequéncia comumente descrita em individuos em
diferentes tipos e fases de doenca renal, ja que a inflamacdo, um evento proveniente da
uremia, € catalisador na modulagcdo de doencas vasculares, por converter o endotélio em
uma superficie pré-inflamatéria e pré-coagulante, tornando a vasculatura mais vulneravel
aos efeitos de outros fatores de risco®l. A partir da lesdo iniciada pelo acimulo das toxinas
urémicas o organismo inicia uma cascata de sinalizacdo, com o aumento de diversas
citocinas buscando promover a regeneragéo vascular endotelial®.

A presenca da uremia no paciente proporciona um ambiente repleto de ativadores e
inibidores® das vias de sinalizacdo para ativacédo e/ou producgdo de 6xido nitrico (ON), tanto
vascular quanto no préprio rim. Isso porque o ON-mensageiro é sintetizado fisiologicamente
nos rins, exercendo importantes funcdes de homeostase e excregdo renal®. A disfuncéo

endotelial € um evento comumente descrito na faléncia renal, seja ela aguda ou cronica,
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assim como em estagio final de doenca renal, principalmente em individuos submetidos a
processo dialitico?’.
2.2 ANASTOMOSES INTESTINAIS

As operagfes gastrointestinais figuram entre os procedimentos cirlrgicos mais
freqlentemente realizados na maioria dos hospitais. Infelizmente, apesar de toda a técnica
cirargica empregada, do maior entendimento do processo de cicatrizagcdo do tubo
gastrointestinal®’, do conhecimento do efeito de fatores locais e sistémicos sobre este
processo e na vigéncia das melhores condicbes pré-operatérias nas cirurgias eletivas, as
deiscéncias das anastomoses intestinais sdo descritas em 3,4% a 12% das anastomoses
realizadas. As fistulas intestinais ocorrem em cerca de 3% a 5% dos casos. Estas
complicacGes estdo associadas a altas taxas de morbi-mortalidade®. A falha na cicatrizagéo
anastomoética figura entre complicacdes freqientes e fistulas em 3,5% a 37% das cirurgias
abdominais eletivas, com mortalidade variando entre 6,25 a 48%°’.

Existem varios estudos a respeito de condicfes que possam interferir na frequiéncia
da deiscéncia de anastomoses colbnicas, como fatores inerentes a técnica cirargica,
condi¢bes locais, uso de agentes farmacolégicos e condi¢cdes gerais do paciente. Certas
condigbes gerais podem prejudicar o processo de cicatrizagdo, tais como hipertenséo
arterial, hipovolemia, isquemia intestinal, baixa tensdo de oxigénio, neoplasia maligna
avancada, desidratacéo, desnutricdo e uremia entre outras®.

Ha situacbes em que é necesséria a realizacdo de cirurgia com anastomose de
cllon em pacientes portadores de disfuncdo renal, prevalentemente em cirurgias de
urgéncia quando ndo existe possibilidade de sua corregdo ou em casos de transplantes
reno-pancreaticos*.

O processo cicatricial na normalidade segue uma coordenada cascata de eventos
celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a reconstituicdo
tecidual, identificados como fase de hemostasia, fase inflamatéria, fase de proliferacéo

celular e fase de remodelamento®’.
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS FASES EVOLUTIVAS DA CICATRIZACAO
FONTE: ADAPTADO DE GIAQUINTO e MOTA, 200538,

Para avaliar a cicatrizacdo das anastomoses intestinais em estudos experimentais,
séo aplicados critérios clinicos, mecanicos, histolégicos e bioquimicos. Os critérios clinicos
consideram a evolugdo pds-operatdria do animal e os achados intra-abdominais apés sua
morte, seja ela em meio a fase de experimentacdo, ou provocada no término desta para a
coleta de dados. Esses critérios indicam 0 sucesso ou insucesso da anastomose e refletem
a presenca de deiscéncia anastomética**. Neste contexto sdo avaliados o ganho ou perda
de peso e a evolugdo pos-operatdria em relacdo a ocorréncia de 6bitos. Na exploracdo da
cavidade abdominal, os dados mais frequentemente avaliados sdo a quantificacdo e
qualificacdo de aderéncias poés-operatérias e possiveis complicacdes anastométicas
(deiscéncia, abscesso anastomético e estenose)®’.

Quanto aos critérios mecéanicos a avaliagdo da resisténcia das anastomoses
intestinais por métodos mecanicos tem sido realizada mais frequentemente por duas
técnicas, a avaliagdo da pressao de exploséo “Bursting pressure” e a avaliagdo da tensdo de

explosao “Bursting wall tension”. A primeira é a medida da pressao intraluminal no momento
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da explosdo e a Ultima é a medida da tensdo circular da anastomose no momento da
exploséao®?.

Os parametros histolégicos permitem avaliar processo de cicatrizacdo conforme
critérios estruturais da matriz cicatricial. S&o empregados para essa finalidade: a avaliacao
da formacéo de tecido de granulacdo, sintese e maturacdo de colageno, a angiogénese, a
viabilidade celular, a infiltragdo de células de interesse ao processo cicatricial como o0s
miofibroblastos.

Conforme descrito anteriormente o processo cicatricial € organizado em fases que se
interp6em e na fase proliferativa da cicatrizacdo, que segue a fase inflamatéria, o aumento
da permeabilidade vascular decorrente da inflamacéo e acdo de prostaglandinas, leva a
formacdo de um infiltrado celular, rico em macréfagos e fibroblastos. A partir do quarto dia
do inicio do processo cicatricial 0 ambiente comeca a ser invadido por novo estroma,
gerando o tecido de granulacdo. Esse tecido consiste na combinacdo de elementos
celulares, incluindo os fibroblastos, células inflamatérias e destaca-se a angiogénese com a
formacdo de novos capilares, diminuindo perda de liquidos pela ferida e criando uma
barreira contra infecgBes. Simultaneamente os fibroblastos iniciam a sintese de proteinas
como o colageno. Nesta etapa, os mediadores envolvidos séo as interleucinas 1 e 6 (IL1 e
IL6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o fator beta de transformacéao do crescimento
celular (TGF-B)*.

Para a avaliacdo da formacdo do tecido de granulacdo emprega-se a coloracao
com hematoxilina-eosina (HE) de Harris e as leituras microscépicas consideram como
critérios a intensidade da reacédo inflamatéria, a formacao de crosta fibrinoleucocitaria pela
observacdo de depdsitos de fibrina e células sanguineas na superficie da ferida, a
proliferagdo angiofibroblastica, através da avaliagdo morfolégica de neovascularizagao
(angiogénese), a proliferacéo de fibroblastos e da reepitelizacdo das bordas**44.

O colageno é uma proteina estrutural encontrada em grandes quantidades em todos
0s animais. Nos seres humanos, representa um terco do total de proteinas, e trés quartos do

s

peso seco da pele é composto por ele. E o componente mais abundante na matriz

21



2 Revisao da Literatura

extracelular. Existem descritos vinte e oito tipos diferentes de colagenos, que sdo compostos
por pelo menos 46 diferentes cadeias polipeptidicas identificadas nos vertebrados*.

O colageno é organizado em fibras insollveis de grande resisténcia, compostas por
trés cadeias polipeptidicas, torcidas sobre si mesmas, formado uma tripla hélice. Cada uma
delas possui uma sequUéncia repetida de trés residuos de amino acidos que séo a prolina, a
hidroxiprolina e a glicina. O que mantém as fitas unidas s@o pontes de hidrogénio entre os
residuos de prolina e hidroxiprolina, que estabilizam essas cadeias, sendo que a
hidroxiprolina compde 14% do colageno?.

Sabendo-se disso, quantificar a hidroxiprolina tecidual permite a andlise da
evolugdo cicatricial, j& que a hidroxiprolina n&o deriva da ingestdo alimentar, mas da
hidrélise da prolina e o coldgeno é a Unica proteina do organismo animal que contém
hidroxiprolina em quantidade significativa*’,

Dentre as técnicas histologicas atuais de coloracdo para o colageno, a técnica que
utiliza o corante sirius red F3BA se destaca pela maior seletividade para tecido conjuntivo e
por ser mais adequado para a leitura em microscopia de luz polarizada. A adi¢do de &cido
picrico previne a coloracdo de estruturas que ndo contenham colageno®.

Na coloragao “picrosirius red” (PCS), a reagdo do corante com as fibras de colageno
determina disposicéo paralela das moléculas do corante em relacdo as fibras colagenas, o
gque aumenta a sua birrefringéncia. Esta birrefringéncia apresenta diferentes padrdoes de
cores e tonalidades que se correlaciona com o tipo de coladgeno. Isto permite a diferenciacéo
das fibras colagenas em tipo | e tipo 111°°.

Para a avaliacdo da densidade vascular em um tecido tem sido amplamente utilizado
como indicadora a marcagdo imunoistoquimica com o anticorpo monoclonal contra o CD34,
gue é uma glicoproteina transmembranal, de cadeia Unica com peso molecular de 116
kDal. E expresso em células imaturas progenitoras, linféides e mieldides do tecido
hematopoético, células endoteliais capilares, fibroblastos embrionarios e raras células gliais
do sistema nervoso e sua funcao é desconhecida. Tem maior capacidade de destacar vasos
sanguineos e praticamente ndo detecta os linfaticos, sendo expresso tanto em pequenos

como em grandes vasos, com a mesma intensidade em tecidos normais e neoplasicos®2.
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Porém, outros anticorpos marcadores podem ser usados para identficacdo da
microvascularizacdo, como o anti-CD31, anti-F VIII e anti-CD105%.

Outra forma histolégica de avaliacdo da cicatriza¢do é a quantificacdo do antigeno
de proliferacdo celular (PCNA), como indicador de proliferacdo e viabilidade celular na
cicatriz. A proliferacdo celular pode ser definida como o aumento do numero de células
resultante da complementacdo do ciclo celular. Este engloba uma cascata de eventos,
processados de maneira ordenada, assegurando a duplicacdo fiel dos componentes
celulares em uma seqiéncia légica e a divisdo destes componentes em duas células
filhas®.

A concentragdo do PCNA é variavel durante as etapas do ciclo celular, sendo maior
na fase G1 tardia, com pico na fase G1/S, estando praticamente ausente nas fases G2 e M
e pode ndo ser especifico da fase S ou, necessariamente, estar relacionado com o ciclo
celular, podendo estar associado ao reparo do DNA ou ser expresso por influéncia de
fatores de crescimento em células que nédo estejam no ciclo celular®.

O PCNA é uma proteina nuclear de 36kd, co-fator da polimerase delta, com
importante papel na replicagdo do DNA é considerado um agente intimamente associado a
replicacdo celular, sua distribuigdo no ciclo celular aumenta a partir da fase G1, atingindo o
pico maximo em S, diminuindo a partir da fase G2, e passando a exibir niveis tdo baixos na
fase M e em células quiescentes, que nédo é identificado por métodos imunohistoquimicos®®.

A quantificacdo de miofibroblastos é realizada por meio de imunoistoquimica,
utilizando-se o anticorpo anti-a-actina muscular lisa (actina a-sm). Estudos comprovam a
importancia dos miofibroblastos no processo cicatricial e demonstraram que existe relacao
direta entre o nivel de actina a-sm e a capacidade contratil dos miofibroblastos®’. Estudos
experimentais realizados recentemente demonstraram correlacdo direta entre a forca
méxima de tracdo, considerado padrdo-ouro, e a quantificacdo de vasos e miofibroblastos

na avaliagdo da cicatrizacdo dos tecidos®"*3.
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2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA INDUQAO DE DISFUNQAO RENAL

Os modelos animais podem ser utilizados em todos os campos da pesquisa bioldgica
desde que os mecanismos patologicos sejam suficientemente similares aqueles de uma
doenca humana, atuando assim como modelo. Devem obrigatoriamente permitir a avaliacdo
de fendmenos biolégicos naturais, induzidos ou comportamentais, que possam ser
comparados aos fendmenos humanos em questdo. Na ciéncia médica, os modelos
experimentais aceleraram os conhecimentos da fisiologia, da etiopatogenia das doencas, da
acdo de medicamentos e dos efeitos das intervencdes cirlrgicas®®. Modelos animais de
disfuncdo renal aproximam-se da condicdo humana e sdo importantes para a compreensao
da doenca e para desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas®®.

Para inducéo de disfungéo renal, foram pioneiras as publicacdes de Tuffier em 1889
e Bradford em 1892 que descreveram experimentos em cdes nos quais eram retirados
fragmentos de um dos rins e a ablacdo do rim contralateral. A partir destes estudos, foram
entdo publicados outros modelos para estudar a doenca renal através da reducédo cirtrgica
da massa renal a 2/3 ou 3/4 em diferentes espécies de animais. Posteriormente, em 1932
Chanutin e colaboradores foram os que desenvolveram a nefrectomia 5/6 em ratos, tendo
como resultados o desenvolvimento progressivo de polidria, albumindria, retencéo de
escéreas nitrogenadas, hipertrofia renal do rim remanescente, hipertensao arterial e
hipertrofia cardiaca®*.

A nefrectomia parcial vem sendo desde entdo amplamente reproduzida, sendo o
principal modelo animal para induzir insuficiéncia renal progressiva por reduzir o numero de
néfrons. A grande marca destes estudos € o desenvolvimento de uremia e insuficiéncia
renal cronica e suas complicacdes similarmente com as condi¢cdes humanas®?.

A tatica mais frequentemente empregada € executada em dois tempos, a qual
remove primeiramente 2/3 de um dos rins, seguida por nefrectomia total do rim contralateral
apos intervalo de tempo que varia conforme os estudos avaliados, sendo mais comumente
apés uma ou duas semanas®?,

As formas de abordagem desta técnica possuem variantes, desde ligadura dos

ramos arteriais causando infarto do tecido renal ou ablacdo dos polos renais assim como o
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uso das duas técnicas associadas. A ligadura ndo é factivel em camundongos devido o
tamanho do ramo arterial o qual dificulta a técnica®*.

Esses procedimentos, independente da técnica utilizada causam grave prejuizo da
funcéo renal devido a diminuicdo da quantidade de néfrons, resultando em proteinuria,
hipertensdo, e diminuicdo da taxa de filtragcdo glomerular e consequentemente da funcéo
renal. Histologicamente, ocorre severa glomeruloesclerose e dano tubulointersticial®?.

Um modelo que ndo se baseia em nefrectomia e que também é utilizado para
demonstrar alteragdes no tecido renal é feito através da indugdo de isquemia parcial, com
estenose de 80% do tronco arterial de um dos rins causa atrofia tubular e infiltrado
intersticial®.

A reproducéo de insuficiéncia renal crénica também foi obtida através de crioterapia
dos polos renais por diferentes periodos de tempo (20, 30 e 60 min) e posterior nefrectomia
contralateral, como forma alternativa para diminuir o risco de sangramento como na redugéo
cirirgica da massa de nefrons®®. A eletrocoagulacdo dos polos renais associado a
nefrectomia contralateral também foi descrita como modelo experimental de insuficiéncia
renal cronica, com o intuito de evitar grandes perdas volémicas permitindo seguimento por
longo periodo de tempo®’.

Os modelos que utilizam roedores ainda permanecem como 0S que mais se
aproximam da doenca em humanos e também pela facilidade de acesso a estes animais em
gquantidade e qualidade adequadas bem como pela facilidade de alojamentos em grandes
guantidades. Todavia, a sobrevida dos animais € muito reduzida face as agressbes
cirdrgicas inerentes ao préprio modelo de nefrectomia 5/6%°.

Estudo utilizando outros animais como o coelho, pode oferecer melhor perspectiva
de massa renal residual e que visam causar IRC, em face de seu tamanho, volemia e
aspectos morfofuncionais que se assemelham ao anima nobile®. A dificuldade em manter
os ratos por periodo longo em observacao apés a nefrectomia, considerando a perda
volémica e buscando alternativas para desenvolver modelos animais de insuficiéncia renal
em outras espécies, foi descrita a inducao de disfuncdo renal provocada por isquemia e

reperfusdo de apenas um rim, através do clampeamento do pediculo renal ®°. A isquemia do

25



2 Revisao da Literatura

tecido renal por ligadura dos ramos arteriais causando diminuicdo na taxa de filtracdo
glomerular também ja foi objeto de estudo em cdes™ e também através da obstrugédo
ureteral bilateral.

Independente da técnica, estes modelos devem reproduzir a diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular com a diminuicdo do volume de massa renal, representando os

diferentes estagios da evolucdo progressiva da insuficiéncia renal e suas consequéncias®.
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3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este projeto foi aprovado em 21 de junho de 2010 pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais do Hospital e Maternidade Angelina Caron, conforme parecer n® 08/10

CEPA/HAC (anexo 1).

Utilizaram-se 20 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, com idades entre 143 a 152 dias e pesos de 249,2 + 13,80 gramas,
provenientes do biotério da Universidade Federal do Parana, mantidos durante o
experimento nas dependéncias da Coordenacdo de Ensino e Pesquisa do Hospital e
Maternidade Angelina Caron. Apés o recebimento, os animais foram submetidos a triagem
através de inspecdo da pelagem para investigacdo de ectoparasitas, sinais de diarréia e
lesbes cuténeas. Foram mantidos em sala especifica para manutencdo de animais de
laboratorio a qual dispbem de exaustdo forgcada de ar, temperatura controlada entre 19 a

23°C e ciclos de iluminacdo automaticamente regulados a cada 12 horas.

Os ratos foram separados em dois grupos com pesos estatisticamente similares
(tabela 1) e distribuidos em grupos de quatro ratos em caixas de polipropileno com sepilho,
as quais eram substituidas a cada 24 horas. Os ratos recebiam racdo especifica para a
espécie (Nuvilab - Quimitia S.A.®) e agua ad libitum. Permaneceram nessas condicdes por
sete dias de observacdo que antecederam os experimentos e também durante 0s mesmos,

que foram executados em um Unico ciclo de atividades.

TABELA 1 - DEMONSTRATIVO DA ORGANIZACAO DOS GRUPOS DO ESTUDO E PROCEDIMENTOS
REALIZADQOS:

Grupos n | Pesos/p Procedimentos
DO: Inciséo lombar esquerda.
D7: Incisdo lombar direita.
: ~ 249,2+ . : . . .
Simulacdo | 10 D14: Laparotomia mediana, colotomia e colorrafia.
18,89 : :
D21: Encerramento do experimento e coleta de
_ amostras.
p=0,9504 DO: Inciséo lombar esquerda e nefrectomia parcial.
D7: Inciséo lombar direita e nefrectomia total direita.
, 248,8+ . : . ) .
Uremia 10 71 D14: Laparotomia mediana, colotomia e colorrafia.
-9 D21: Encerramento do experimento e coleta de
amostras.

Legenda: n= nimero de ratos; p= significancia estatistica; D= dia.
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3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.2.1 AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Praticaram-se os procedimentos cirlrgicos em laboratorio exclusivo para cirurgias

experimentais, devidamente sanitizado e climatizados sendo 0s instrumentos, 0s acessorios

e os procedimentos executados em condi¢des de esterilidade.

Figura 2 - Ambiente cirdrgico demonstrando no detalhe “A” montagem da mesa cirargica e no “B” o

instrumental cirargico. Referéncia: Autor

3.2.2 ANESTESIA

A anestesia foi administrada em dois tempos, primeiramente 0s ratos foram

submetidos a sedacao por inalacdo de Isoflurano (Isothane-Baxter®) em circuito fechado,
pesados em balanca analitica (Coleman® modelo SK280251) e os pesos registrados em
protocolo especifico (apéndice 1 — tabela 12).

A sequir, a partir dos pesos individuais eram calculadas as doses dos anestésicos
cloridrato de cetamina (Ketamin-Cristalia®) na dose de 100mg/kg, associada a 10mg/kg de

cloridrato de xilasina (Xilazin-Syntec®)”2.
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Foram utilizadas duas seringas descartaveis de 1ml (BD-Plastiplak®) e agulhas
hipodérmicas (BD-Plastiplak®) para cada rato, sendo cada um dos anestésicos inoculados

separados por via intra-muscular em ambas as panturrilhas posteriores (figura 3).

o
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Figura 3 - Procedimento anestésico. No detalhe “A” a pesagem em balancga eletronica do rato sedado e

no detalhe “B” a inoculacao dos anestésicos. Referéncia: Autor

3.2.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.2.3.1 Nefrectomia 5/6

Para a inducdo da uremia nos ratos do grupo uremia empregou-se a metodologia
cirirgica denominada de nefrectomia 5/6, descrita por Viana e colaboradores (1981) a qual
consiste nas seguintes etapas: nefrectomia parcial, na qual sédo ressecados ambos 0s polos

renais, e sete dias ap0ds procedida a nefrectomia total do rim contralateral.

3.2.3.1.1 Nefrectomia parcial

Conforme demonstrado na figura 4, para inicio dos procedimentos cirargicos
colocavam-se campos cirlrgicos fenestrados esterilizados. No DO, no grupo uremia
procedia-se a nefrectomia parcial, por meio de incisdo lombar esquerda de cerca de trés
centimetros de extensdo acessava-se a cavidade peritoneal para a exposicdo do rim
esquerdo que era tracionado para fora da cavidade, descapsulado preservando-se a

glandula adrenal e procedida a ablagdo dos pélos renais com eletrocoagulador de plasma
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de Argdnio (Argon 4 - WEN®) e ponteira eletro-cirirgica multifuncional (Griff cédigo 07994 -
WEN®, correspondente a aproximadamente 2/3 de massa renal, preservando o hilo, a
vascularizagéo e os ureteres.

No grupo simulagdo era feita somente incisdo de cerca de quatro centimetros de
extensdo acessava-se a cavidade peritoneal e expunha-se o rim, que era tracionado para
fora da cavidade. Em ambos os grupos, o fechamento da parede era feito por sutura
continua com fio monofilamentar de nylon 3.0 (Mononylon® 3.0, Ethicon) em dois planos:
musculo-aponeurdtico e cutaneo. No pés-operatdrio foi administrada dipirona por via oral, na
dose de 20mg/kg e 10ml de solucdo salina isoténica por via subcutdanea e mantidos sob
aguecimento até a recuperagdo anestésica.

A seguir os ratos eram relocados em suas caixas, devidamente identificadas e

receberam racéo e 4gua ad libitum até sétimo dia de evolucéo pos-cirdrgica.

f
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Figura 4 - Nefrectomia parcial esquerda. No detalhe “A” tricotomia, degermacgao e fixagdo do rato na
prancha cirurgica em posicao lateral. No detalhe “B” a incisdo lateral para o acesso da
cavidade peritoneal. No detalhe “C” a localizagao intraperitoneal do rim. No detalhe “D” o
tracionamento do rim para fora da cavidade peritoneal. No detalhe “E” a ablagao dos polos
renais. Referéncia: Autor

30



3.2.3.1.2 Nefrectomia total

Conforme demonstrado na figura 5, no D7, os ratos eram novamente pesados e
submetidos a sedacdo e anestesia conforme anteriormente descrito, e era tricotomizado o
flanco direito, degermagdo com &lcool-iodado e colocavam-se campos cirdrgicos
fenestrados esterilizados. Por meio de incisdo lombar direita de cerca de quatro centimetros
de extensdo acessava-se a cavidade peritoneal para a exposicdo do rim direito que, no
grupo simulacdo era tracionado para fora da cavidade. No grupo uremia, o0 rim era
ressecado totalmente apdés ser descapsulado, preservando-se a glandula adrenal. O
fechamento da parede em ambos 0s grupos e o atendimento pds-operatério foram feitos

conforme anteriormente descrito e os ratos eram mantidos por uma semana®e,

Figura 5 — Nefrectomia total direita. No detalhe “A” tricotomia, degermacéo e fixagdo do rato na prancha
cirargica em posicao lateral. No detalhe “B” a incisdo lateral para o acesso da cavidade
peritoneal. No detalhe “C” a localizagao intraperitoneal e tracionamento do rim. No detalhe
“D” o tracionamento total do rim para fora da cavidade peritoneal. No detalhe “E” rim
excisionado. Referéncia: Autor.
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3.2.3.2 Colotomia e colorrafia

Conforme demonstrado na figura 6, no D14, em ambos 0S grupos uremia e
simulacdo, apos a confirmagdo da inducdo anestésica, procediam-se: tricotomia ampla do
abdbmen e degermacdo da area tricotomizada com alcool-iodado, colocacdo de campos
cirurgicos fenestrados esterilizados. Por meio de laparotomia mediana de cerca de quatro
centimetros de extensdo executava-se a abertura da pele e tecido muscular. Procedia a
colotomia por seccdo completa do célon, a aproximadamente cinco centimetros distais da
valvula ileo-cecal, atentando sempre para a preservagdo dos vasos colicos, conforme
demonstrado no detalhe C da figura 6. A seguir, executava-se a reconstru¢do da seccao
colénica por anastomose término-terminal em plano Unico total, com oito pontos separados
de fio monofilamentar de nylon 6.0 (Mononylon® 6.0, Ethicon). O fechamento da parede era
feito por sutura continua com fio monofilamentar de nylon 3.0 (Mononylon® 3.0, Ethicon) em

dois planos: musculo-aponeurético e cutaneo, conforme ilustrado na figura 6.

Figura 6 - Colotomia e colorrafia. Etapas do procedimento cirurgico, no detalhe “A” a laparotomia
mediana com afastadores nas bordas e exposigao das algas intestinais, no detalhe “B” a
localizagdo do colon, no detalhe “C” a colotomia no detalhe “D” a colorrafia e no detalhe
“E” a ferida cirargica suturada em dois planos: musculo-aponeurético e cutaneo.
Referéncia: autor
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Apos o fechamento, a ferida cirdrgica era limpa com solucao fisiologica esterilizada
(Eurofarma®) e novamente aplicado alcool-iodado. Administravam-se dipirona por via oral,
na dose de 20mg/kg, 10ml de solugéo fisiologica por via subcutanea na regido dorsal e os
ratos eram mantidos sob aquecimento até a recuperacao anestésica.

A seguir eram recolocados em caixas devidamente identificadas e durante as 24
horas seguintes eram mantidos com racao e agua ad libitum até o sétimo dia de evolucdo

pés-cirtrgica (D21).

3.3 COLETA DE AMOSTRAS

No sétimo dia de evolugcdo pos-colotomia e colorrafia (D21), os ratos foram
novamente pesados em balanca analitica (Coleman® modelo SK280251) e submetidos a
sedacdo por inalacdo de halotano (Tanohalo-Cristalia®) em circuito fechado, anestesiados
por injecdo intramuscular com cloridrato de cetamina (Ketamin-Cristalia®) na dose de
100mg/kg.

A seguir foi procedida puncéo cardiaca com a coleta de 8 a 10 ml de sangue, volume
este correspondente a uma puncao exanguinativa e indutora de parada cardio-respiratéria
(figura 7). As mostras de sangue eram imediatamente enviadas ao laboratorio para

dosagens séricas de uréia, creatinina e proteina C reativa.

T

Figura 7 - Demonstrativo da puncdo cardiaca para coleta de sangue e inducdo da parada cardio-
respiratéria. Referéncia: autor
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Ainda sob plano anestésico e com evidéncia de morte procedia-se a abertura ampla
da cavidade abdominal e inventario da cavidade, localizacdo do segmento coldnico incisado

e rafiado que era ressecado, estendido em papel filtro, lavado com solugédo tampéao fosfatos

(PBS) pH 7,4 e fixadas em formalina (figura 8).

Figura 8 — Coleta de amostras de intestino. No detalhe “A” a cavidade abdominal aberta e localizada a
cicatriz colénica, no detalhe “B” o segmento colénico rafiado ao sétimo dia de evolucédo

cicatricial, ressecado e preparado para a fixagdo em formalina. Referéncia: autor

3.4. AVALIACOES

Para a avaliacdo da evolucdo do modelo experimental do presente estudo ser&o
utilizadas pesagens iniciais e periédicas nos dias DO, D2, D4, D7, D9, D12, D14, D17 e D19,
bem como a observacdo dos animais avaliando a busca de alimento, agua e deambulacéo
como indicadores de normalidade em comparacgéo entre os grupos (apéndice 1 - pagina 68).
A evidéncia da inducdo do estado urémico foi feita pelas dosagens séricas de uréia,
creatinina e proteina C reativa ultrassensivel ao final do periodo de estudo.

O processo de cicatrizagdo da anastomose coldnica foi avaliado através da analise
de formacdo de tecido de granulacdo, formacdo de colagenos tipos | e lll, densidade

microvascular, proliferacéo celular e densidade de miofribroblastos.
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3.4.1 AVALIACOES BIOQUIMICAS

3.4.1.1 Dosagem de Uréia’™"®
Foi utilizado método automatizado com o equipamento Dimension — RXL - Siemens®

com reativos especificos para dosagens de uréia, (apéndice 2 - pagina 69).

3.4.1.2 Dosagem de Creatinina’™
Foi utilizado método automatizado com o equipamento Dimension — RXL - Siemens®

com reativos especificos para dosagens de creatinina, (apéndice 3 - pagina 70).

3.4.1.3 Dosagem de Proteina C Reativa Ultrassensivel’
Foi utilizado método automatizado com o equipamento Dimension — RXL - Siemens®
com reativos especificos para dosagens de proteina c reativa ultrassensivel, (apéndice 4 -

pagina 71).

3.4.2 AVALIACOES MICROSCOPICAS

Todas as avaliagdes microscopicas foram executadas em triplicatas e os resultados
individuais e a validacédo estao disponiveis nos apéndices. As amostras foram fixadas em
formalina tamponada, os fios de sutura foram retirados e entdo as amostras submetidas ao
processamento histolégico automatizado seguindo as fases de desidratacao, diafanizacéo e
emblocamento. Eram realizadas secc¢bes perpendiculares ao maior eixo da sutura, em
triplicatas para cada uma das determinacdes histolégicas, com micrétomo a 4 um de
espessura e fixados em laminas para serem coradas conforme a avaliacdo a ser feita. A
formacgé&o do tecido de granulagéo pela coloracdo de hematoxilina e eosina foi executada por
microscopia*. Empregou-se a técnica de histometria computadorizada para as avaliacGes
de: colagenos tipo | e lll pela coloracdo de picrosirius®™, densidade microvascular pela
marcacdo com anticorpo monoclonal anti-CD347%77, viabilidade celular pela pesquisa do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)%¢’’ e a densidade de miofibroblastos com

anticorpo monoclonal anti-actina a%”:"7.
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3.4.2.1 Avaliacéo da formacéo de tecido de granulagdo*

Esta avaliacdo foi procedida por trés patologistas independentes, sendo os cortes
histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de Harris e considerando a intensidade
da reacdo inflamatéria cicatricial mediante avaliacdo da formacdo de crosta
fibrinoleucocitaria pela observacdo de depdsitos de fibrina e células sanguineas na
superficie da ferida, proliferacdo angiofibroblastica, através da avaliacdo morfolégica de
neovascularizagdo (angiogénese), da proliferacdo de fibroblastos e da reepitelizacdo das
bordas dedicando-se especial atencdo ao avango do epitélio em torno da ferida. A esses
achados foram atribuidos graus 0, 1 e 2 para a auséncia de reacao, reagdo em grau discreto
e moderado respectivamente conforme demonstrado na tabela 2.

Para a obtencdo dos resultados, as leituras foram tabuladas e submetidas a
validagcdo pela aplicacdo de critérios estatisticos sendo que se os valores das diferentes
leituras ndo apresentassem diferenca significante (p>0,05) entdo esses resultados eram
considerados validos e era calculada a média das leituras daquele critério naquele grupo de
ratos (tabela 7). Os valores individuais das trés leituras para cada critério avaliado e a média

de cada amostra estdo disponibilizados na tabela 16 (apéndice 5 - pagina 72).

TABELA 2 - CRITERIOS ADOTADOS PARA AS AVALIA(;C)I%S HISTOPATOLOGICAS DA FORMAGAO DE
TECIDO DE GRANULAGCAO PELA COLORACAO DE HEMATOXILINA E EOSINA CONFORME
DESCRICAO DE STEVENS & LOWE (2002)"4.

Critérios Gra_dua(;(”)es
Ausente Discreta Moderada
Crosta fibrinoleucocitaria 0 1 2
Reepitelizacdo de bordas 0 1 2
Proliferacéo angiofibroblastica 0 1 2

3.4.2.2 Avaliacéo histométrica da porcentagem de colageno dos tipos | e 111%°

Os cortes histologicos foram submetidos a coloracdo de Picrosirius-Red-F3BA cuja
metodologia detalhada estd disponibilizada no apéndice 6. Eram analisados por meio de

microscopio optico em aumento de 400 vezes, utilizando-se fonte de luz polarizada. As
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imagens eram captadas por camera fotografica e transmitidas a um monitor colorido e
digitalizadas.

Realizou-se a andlise histométrica das imagens mediante o aplicativo Image Pro-
Plus verséo 4.5 para Windows para a identificacdo do tipo de colageno, baseado em cores.
As cores vermelho, amarelo e laranja correspondiam a colageno tipo |, enquanto que 0s
tons de verde correspondem ao colageno tipo Ill. O resultado foi expresso em area
percentual de colageno tipo | e tipo Ill em cada local do corte histoldgico.

Para a obtencado dos resultados, foram procedidas trés leituras de campos diferentes
em cada lamina, as quais foram tabuladas e submetidas a validacdo pela aplicacdo de
critérios estatisticos. Se os valores das trés leituras ndo apresentassem diferenca
significante (p>0,05), entdo era calculada a média entre as mesmas. Os valores individuais
das trés leituras para cada critério avaliado e a média de cada amostra estédo

disponibilizados na tabela 17 (apéndice 6 - pagina 74).

3.4.2.3 Avaliacéo da densidade microvascular’®’’

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 4um de espessura
estendidos em laminas de vidro e submetidos aos anticorpos anti-CD34. A marcacdo dos
cortes histolégicos com anticorpo anti-CD34, permite a quantificacdo da densidade
microvascular cicatricial cuja metodologia detalhada esta disponibilizada no apéndice 7. O
antigeno CD34 € uma proteina transmembrana encontrada na superficie de células
endoteliais, que atua na ligacdo com receptores especificos de adesao celular. O CD34 é
expresso difusamente nos microvasos cicatriciais e seus niveis de expressdo podem se
correlacionar a qualidade do processo cicatricial®.

Foi empregado o método da imunoperoxidase com o uso da técnica da
estreptavidina-biotina, com controles positivo e negativo, seguindo a especificacdo do
fabricante (Biotin anti-CD34 antibody clone QBENd/10®, Dako Corporation Glostrub
Denmark) diluido a 1:35077. As reacdes foram consideradas positivas, quando se detectou

reacdo marrom, excluindo-se as provaveis areas de coloragdo de fundo com padrédo de
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reacdo nuclear, sendo que qualquer célula endotelial ou grupo de células endoteliais de
coloracdo marrom, independentemente do tamanho, claramente separada de outros
elementos imunocorados, eram considerados um microvaso. Os resultados foram
expressados em densidade tecidual de miocrovasos em uma area de 7.578,94 p2, como
média de trés leituras em diferentes campos microscdpicos. Os valores individuais das trés
leituras para cada critério avaliado e a média de cada amostra estdo disponibilizados na

tabela 18 (apéndice 7 - pagina 76).

3.4.2.4 Avaliacao tecidual do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) %677

Os cortes foram submetidos a reagdo imunoistoquimica pela técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase (Biotin anti-PCNA antibody clone PC10®, Dako) descrita
no apéndice 8, para a pesquisa do antigeno nuclear da proliferacdo celular (PCNA)”’. Os
cortes foram desparafinizados, hidratados e mergulhados em tampdo fosfato. Apds a
recuperacdo antigénica com tampdo citrato e bloqueio da peroxidase enddgena com
peroxido de hidrogénio a 0,3%, os anticorpos primarios monoclonais anti-PCNA foram
aplicados sobre os cortes e incubados durante a noite. Em seguida, os cortes foram
enxaguados em tampao fosfato e anticorpo secundario biotinilado foi aplicado e incubado
por 60 minutos. Apés novo enxagie, o complexo estreptavidina-peroxidase foi aplicado e a
reacdo imunoistoquimica foi revelada com a aplicacdo de diaminobenzidina. Apds
contracoloragdo com hematoxilina, os cortes foram desidratados, diafanizados e cobertos
com laminulas de vidro com balsamo do Canada.

As reacbes foram consideradas positivas, quando se detectou reagdo marrom,
excluido-se as provaveis areas de coloracdo de fundo com padréo de reacdo nuclear.

A marcacgdo imunoistoquimica pelo antigeno nuclear de proliferagcéo celular (PCNA) relata o
ciclo protéico celular, que aumenta durante a fase G1, atinge o maximo na fase S e persiste
com diminuicdo detectavel na fase G2 do ciclo celular. Este método permite a avaliacdo da
proliferacdo celular. Assim, quantificam-se os nucleos celulares da superficie epitelial e das

criptas das glandulas, corados de azul, os quais representam células em repouso e 0s
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corados de marrom, que identificam as células em proliferacdo da fase G1 tardia até a fase
M da G2.

Com microscépio Optico e aumento de 1000 X (imersdo), utilizando o programa de
captura de imagens Image Pro-Plus versao 4.5 — Midia Cybernetics, contaram-se os nucleos
positivos e negativos de dois campos a direita e dois a esquerda da linha de anastomose e
de duas criptas glandulares, a direita e & esquerda, nos cortes e obteve-se o percentual dos
nucleos positivos e negativos, ou seja, em replicacdo e em repouso. Cada campo tinha uma
area de 7.578,94 um?2. Os valores individuais das trés leituras para cada critério avaliado e a

média de cada amostra estdo disponibilizados na tabela 19 (apéndice 8 - pagina 78).

3.4.2.5 Avaliacéo da densidade de miofibroblastos®”:’*

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 3 um? de espessura
estendidos em laminas de vidro e submetidos aos anticorpos monoclonais anti-a-actina
muscular lisa para a identificacdo de miofibroblastos conforme descrito no apéndice 6. Foi
empregado o método da imunoperoxidase’’ com o uso da técnica da estreptavidina-biotina,
com controles positivo e negativo, seguindo a especificacéo do fabricante (Biotin anti-a SMA
antibody clone PJC10®, Dako Corporation Glostrub Denmark) diluido a 1:400. As reacdes
foram consideradas positivas, quando se detectou reacdo marrom, excluindo-se as
provaveis areas de coloragdo de fundo, com padrdo de reacdo nuclear. A andlise foi
realizada por histometria computadorizada, conforme descrito no apéndice 6. Os resultados
foram expressados em densidade tecidual de miofibroblastos em uma area de 7.812,26 pm?2.
Os valores individuais das trés leituras para cada critério avaliado e a média de cada

amostra estao disponibilizados na tabela 20 (apéndice 9 - pagina 80).

3.4.3 AVALIACOES ESTATISTICAS
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e empregaram-se 0S
testes de ANOVA e T-Student com p<0,05 para as comparagdes entre 0s grupos atraves do

softwareGraphPadInStat.
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4 Resultados

4.1. AVALIACAO PONDERAL

Na tabela 12 do apéndice 1 estdo demonstrados os resultados individuais das

pesagens e das analises estatisticas. Conforme demonstrado no gréfico 1, os ratos do grupo

uremia apresentaram maior perda de peso durante o experimento, porém sem diferencas

estatisticas nos momentos das pesagens (tabela 12 — pagina 68).

GRAFICO 1:

DEMONSTRATIVO DA VARIAGAO PONDERAL ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

250 +
248 - 247,3
246 -
244
242 -

240 -

2394
238 -

236

234 T T T T T T T T 1
NP-DO D2 D4 ABLD7 D9 D12 CCDi14 D17 D19

Uremia

Simulagdo

———————— Logaritmo (Uremia)  -------- Logaritmo (Simulagdo)

Legenda NP: Nefrectomia parcial, U: Grupo Uremia, S: Grupo Simulagéo, ABL: Ablacdo

renal, CC: Colotomia e colorrafia.

TABELA 3: DEMONSTRATIVO DAS AVALIAGOES ESTATISTICAS (P) DAS AVALIAGOES PONDERAIS
ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Grupos NP-DO| D2 D4 |ABLD7| D9 D12 |CCDi4 | Di7 D19

Uremia 248,8+ | 246,3+ | 245,0+ | 243,7+ | 241,8+ | 243,4+ | 242,9+ | 240,8+ | 239,4+

7,1 12,2 10,1 10,1 10,3 9,8 7,5 7,4 8,7

Simulacio 249,2+ | 245,4+ | 246,9% | 246,5+ | 244,7+ | 2471+ | 244,7+ | 248,7+ | 247,3+

¢ 18,8 | 18,7 18,6 18,6 184 | 184 18,2 18,7 18,0

p 0,9504 | 0,8964 | 0,7763 | 0,6731 |0,6759|0,8271 | 0,7695 |0,2277 | 0,2292
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4.2 AVALIACOES BIOQUIMICAS
4.2.1 DOSAGENS DE UREIA

Na tabela 13 do apéndice 2 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das dosagens de uréia. Conforme demonstrado no grafico 2, os ratos do grupo
uremia apresentaram uremia significantemente maior que o grupo simulagéo (p<0,0000)

(tabela 13 - pagina 69).

GRAFICO 2: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS DOSAGENS DE UREIA (mg/ml)

200 -
150 p<0,0000
160 - 148,50+35,48
140 -
120 -
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52,70+4,74

60 -

40 -

20 -

Grupo Simulagdo Grupo Uremia

TABELA 4: DEMONSTRATIVO DAS AVALIACOES ESTATISTICAS (P) DAS DOSAGENS DE UREIA ENTRE
OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Grupos Grupo Simulacao Grupo Uremia
Média 52,70 148,50
Desvio

Padréo 4,74 35,48

p p<0,0000
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4.2.2 DOSAGENS DE CREATININA

Na tabela 14 do apéndice 3 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das dosagens de creatinina. Conforme demonstrado no grafico 3, os ratos do
grupo uremia apresentaram valores médios de creatinina maiores que o0 grupo simulacao,

contudo sem significancia estatistica (p=0,0904) (tabela 14 - pagina 70).

GRAFICO 3: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS DOSAGENS DE CREATININA (mg/ml)
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45 T p=0,0904
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0,98=+0,27
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0,0 T
Grupo Simulagdo Grupo Uremia

TABELA 5: DEMONSTRATIVO DAS AVALIACOES ESTATISTICAS (P) DOSAGENS DE CREATININA
ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Grupos Grupo Simulagéo Grupo Uremia
Média 0,79 0,98
Desvio 0,22 0,27
Padréo

p 0,0904
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4.2.3 DOSAGENS DE PROTEINA C REATIVA ULTRASSENSIVEL

Na tabela 15 do apéndice 4 estdo demonstrados as validagcdes e os resultados
individuais das dosagens de proteina C reativa ultrassensivel. Conforme demonstrado no
gréfico 4, os ratos do grupo uremia apresentaram valores de proteina C reativa

ultrassensivel significantemente maiores que o grupo simulacéo (p=0,0142) (tabela 15 -

pagina 71).

GRAFICO 4: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS DOSAGENS DE PROTEINA C REATIVA

ULTRASSENSIVEL (mg/ml).

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,0

0,01

p=0,0142

Grupo Simulagdo

0,21

Grupo Uremia

TABELA 6: DEMONSTRATIVO DAS A'VALIA(;CN)ES ESTATISTICAS (P) DOSAGENS DE PROTEINA C
REATIVA ULTRASSENSIVEL ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Grupos Grupo Simulacao Grupo Uremia
Média 0,01 0,21
Desvio 0,00 0,23
Padréo

p 0,0142
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4.3 AVALIACOES MICROSCOPICAS

4.3.1 AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DO TECIDO DE GRANULACAO

Na tabela 16 do apéndice 5 estdo demonstrados as validacdes e os resultados

individuais das avaliagBes histopatoldgicas obtidas nos critérios empregados para a

avaliacdo do tecido de granulacdo. Conforme demonstrado no gréafico 5, os ratos do grupo

uremia apresentaram resultados significantemente piores que o grupo simulagdo quanto a

reepitelizacdo de bordas (p=0,0196) e quanto a proliferacdo angiofibroblastica (p=0,0379)

(tabela 16 — pagina 72).

GRAFICO 5: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETJCAS DOS ESCORES ATRIBUiQOS AOS
CRITERIOS DE AVALIAGAO DA FORMAGAO DO TECIDO DE GRANULAGAO CICATRICIAL

INTESTINAL.
7 - p=0,0196 177402 p=0,0379
1,8 - 1,7040,25 PhTT
1,6 1,43+0,42
1,4 - 1,30+0,43
1,2 4 10 10
1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Simulacao Uremia Simulagdo Uremia Simulagdo Uremia
Crosta Fibrinoleucocitaria| Reepitelizagdo de Bordas Proliferacdo
Angiofibroblastica

TABELA 7: DEMONSTRATIVO DAS AVALIASI@ES ESTATISTICAS (P) DOS QRITERIOS EMPREGADOS
NAS AVALIACOES DA FORMACAO DO TECIDO DE GRANULACAO ENTRE OS GRUPOS DE

RATOS AVALIADOS

Crosta Reepitelizacdo de Proliferacéo
Grupos Fibrinoleucocitaria Bordas Angiofibroblastica
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Simulacdo | Uremia Simulacdo |Uremia| Simulacdo Uremia
Média 1 1 1,70 1,30 1,77 1,43
Desvio Padréao 0 0 0,25 0,43 0,22 0,22
p nao se aplica 0,0196 0,0379
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4.3.2 AVALIACAO HISTOMETRICA DA PORCENTAGEM DE COLAGENO DOS TIPOS | E
I

Na tabela 17 do apéndice 6 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das avaliacbes histométricas obtidas nas quantificacbes porcentuais dos
colagenos | e Illl. Conforme demonstrado no grafico 6, os ratos do grupo uremia
apresentaram resultados significantemente piores que o grupo simulagdo quanto a média
das porcentagens de colageno | (p=0,0009) e gquanto ao colageno Il (p=0,016) (tabela 17 -

pagina 74).

GRAFICO 6: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS PORCENTAGENS DE COLAGENOS
TIPOS | E Il NO TECIDO CICATRICIAL INTESTINAL.

100 - p=0,0009 p=0,016
90 1 81,83+13,64

80 -
70 -
60 +
50
40 +
30 4
20 4
10

61,45+8,22

37,38%38,38

18,55+13,69

Grupo Simulagdo | Grupo Uremia | Grupo Simulagdo | Grupo Uremia

Colageno Tipo | Colageno Tipo lll

TABELA 8: DEMONSTRATIVO DAS AVALIACOES ESTATISTICAS (P) DAS PORCENTAGENS DE
COLAGENOS TIPOS | E lll ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Colageno Tipo | Colageno Tipo lll
Grupos Grupo Grupo Grupo Grupo
Simulacéo Uremia Simulacéo Uremia
Média 81,83 61,45 18,55 37,38
Desvio Padréao 13,64 8,22 13,69 8,38
p 0,0009 0,016
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4.3.3 AVALIACAO DA DENSIDADE MICROVASCULAR

Na tabela 18 do apéndice 7 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das avaliagbes histométricas obtidas nas quantificacbes da densidade
microvascular. Conforme demonstrado no grafico 7, os ratos do grupo uremia apresentaram
resultados significantemente piores que o grupo simulagdo (p=0,0074) (tabela 18 - pagina

76).

GRAFICO 7: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS QUANTIFICACOES DAS DENSIDADES
MICROVASCULARES NO TECIDO CICATRICIAL INTESTINAL.

600 - p=0,0074
517,68+116,6

500 -

379,65+85,5

400 -

200 -

Grupo Simulagdo Grupo Uremia

TABELA 9: DEMONSTRATIVO DAS QUANTIFICAGOES DAS DENSIDADES MICROVASCULARES NO
TECIDO CICATRICIAL INTESTINAL ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS.

Grupos Grupo Simulacao Grupo Uremia
Média 517,68 379,65
Desvio Padréo 116,62 85,52

p 0,0074

46



4 Resultados

4.3.4 AVALIACAO TECIDUAL DO ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACAO CELULAR
(PCNA)

Na tabela 19 do apéndice 8 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das avalia¢cdes histométricas obtidas nas quantificagbes do antigeno nuclear de
proliferacdo celular. Conforme demonstrado no grafico 8, os ratos do grupo uremia
apresentaram resultados significantemente piores que o grupo simulagéo (p<0,0000) (tabela

19 - pagina 78).

GRAFICO 8: DEMONSTRATIVO DAS MEDJAS ARITMETICAS DAS QUANTIFICAGOES DO ANTIGENO
NUCLEAR DE PROLIFERACAO CELULAR NO TECIDO CICATRICIAL INTESTINAL.

450 410,09+78,64 p<0,0000
400

350 +

300 +

223,58+55,31

250

200 -

150 -

100 -

50 -

Grupo Simulagdo Grupo Uremia

TABELA 10: DEMONSTRATIVO DAS AVALIACOES IgSTATiSTICAS (P) DAS QUANTIFICACOES DO
ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACAO CELULAR ENTRE OS GRUPOS DE RATOS

AVALIADOS
Grupos Grupo Simulacdo | Grupo Uremia
Média 410,09 223,58
Desvio Padrao 78,64 55,31
p 0,0000

47



4 Resultados

4.3.5 AVALIACAO DA DENSIDADE DE MIOFIBROBLASTOS

Na tabela 20 do apéndice 9 estdo demonstrados as validacdes e os resultados
individuais das avaliagGes histométricas obtidas nas quantificacdes de miofibroblastos.
Conforme demonstrado no grafico 9, os ratos do grupo uremia apresentaram resultados

significantemente piores que o grupo simulagéo (< 0,0001) (tabela 20 - pagina 80).

GRAFICO 9: DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS ARITMETICAS DAS QUANTIFICACOES DE
MIOFIBROBLASTOS NO TECIDO CICATRICIAL INTESTINAL.

400 -
351,52+66,32 p<0,0001
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204,91+46,80
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TABELA 11: DEMONSTRATIVO DAS AVALIACOES ESTATISTICAS (P) DAS QUANTIFICACOES DE
MIOFIBROBLASTOS ENTRE OS GRUPOS DE RATOS AVALIADOS

Grupos Grupo Simulacao Grupo Uremia
Média 351,52 204,91
Desvio Padréo 66,32 46,80

p < 00,0001
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5. Discusséao

5.1 O MODELO EXPERIMENTAL

A escolha do rato para este estudo foi feita por ser animal de pequeno porte
adaptado ao ambiente laboratorial, aquisicdo acessivel e facil manejo em alojamento
multiplo e alimentacdo especifica para espécie, bem como ser possivel padronizacdo de
varidveis como raga, idade e sexo**"®7, No presente estudo foram utilizados 20 ratos da
linhagem Wistar, com idades entre 143 a 152 dias e pesos de 249,2 + 13,80 gramas,
separados em dois grupos conforme descrito no apéndice 01. Ao serem comparadas
estatisticamente as médias e os desvios padrdes entre os pesos dos grupos simulacao e
uremia, verificou-se p = 0,9504, o que demonstra a homogeneidade de ambos 0s grupos no
inicio do experimento. No entanto, ao serem comparados estes mesmos dados, as médias e
os desvios padrdes entre os pesos dos grupos simulacdo e uremia no 19° dia, verificou-se p
= 0,2292 demonstrando que ndo houve diferenca significativa entre os grupos, porém com
tendéncia para maior perda de peso nos animais do grupo uremia conforme tendéncia da
evolugdo do modelo (gréfico 1) de perda de peso nestes animais e pela percepgdo de
prostracao, pouca busca por alimento e agua, o que poderia levar ao comprometimento e
ameaca ao estudo. De forma similar aos resultados obtidos no presente estudo, porém com
nove meses de evolugdo da NX 5/6 isolada, ou seja, sem realizagdo da colotomia, os ratos
do grupo experimental ndo demonstraram perda ponderal quando comparados ao grupo
simulacdo®. Contrapondo-se aos resultados ora obtidos e também ao estudo anterior,
animais submetidos a eletrocoagulacdo dos pélos renais com posterior nefrectomia
contralateral, ndo demonstraram perda de peso significativa no terceiro més apds o0s
procedimentos®. Este fato pode ser inferido a metodologia empregada, pelo tempo de
sobrevivéncia dos ratos e da néo realizacdo da colotomia.

O experimento cirdrgico do presente estudo foi realizado em trés ciclos de
atividades por uma equipe treinada para o propésito, sendo os procedimentos executados
em condic¢8es de esterilidade, por um Unico cirurgido.

Com o objetivo de cumprir preceitos éticos no manejo e execucdo do presente

estudo em ratos, adotou-se o principio de que “experimentos que possam causar dor ou
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angustia em animais desenvolver-se-a0 sob sedagao, analgesia ou anestesia adequadas”.
Desta forma, o procedimento anestésico foi executado em duas fases, sendo a primeira uma
sedacado inalatéria com isoflurano para que os ratos fossem corretamente pesados em
balanca de precisdo e também para que ndo sofressem o estresse e a dor da inoculacdo
dos anestésicos, por possivel contencdo inadequada. Na segunda fase foram empregados o
cloridrato de cetamina associado ao cloridrato de xilasina. Essa associagdo cetamina-
xilasina, por via intramuscular ou intraperitoneal € uma das mais utilizadas em animais de
pequeno porte e manttm o animal em plano anestésico de 40 a 60 minutos, com
possibilidade de reforco da dose, caso prolongue o tempo cirlrgico®..

Um fator importante para a indugcdo adequada de um plano anestésico é a pesagem
correta de cada rato, para que recebam corretamente a propor¢do ao peso das drogas
anestésicas, sendo indispensavel que o rato esteja pelo menos sedado para ndo se
mobilizar durante a pesagem o que levaria a leitura errada do peso na balanca. No presente
estudo empregou-se balanca eletrbnica e os ratos estavam sedados no momento da
pesagem. Conforme orientado pelo GUIDELINES ON ANESTHESIA AND ANALGESIA IN
LABORATORY ANIMALS, o procedimento anestésico foi considerado adequado para o
inicio do procedimento cirdrgico em média apds quatro minutos da inoculagdo dos
anestésicos.

Adotou-se 0 modelo experimental proposto por Vianna e colaboradores (1981),
sendo realizado em trés etapas’. A primeira etapa corresponde a realizacédo de nefrectomia
parcial, ap6s o rim ser descapsulado com preservacdo da glandula adrenal, seguida de
ablacdo dos polos renais a esquerda. Nesta etapa o diferencial do presente estudo daquele
modelo, é a ndo realizacdo da ablacdo de maior parte do parénquima oposto ao hilo renal e
0 uso de eletrocoagulador plasma de argbnio para a ablacao dos 2/3 de massa renal.

O eletrocoagulador plasma de argdnio € um método de hemostasia de corrente
elétrica monopolar ou bipolar de alta freqiiéncia que consiste na emissdo do gas argdnio
ionizado pela extremidade do probe para a superficie do tecido sem necessidade de contato
direto. Pode ser utilizado em sangramentos superficiais ou difusos de &rgaos

parenquimatosos, e para desvitalizacdo térmica de tecidos patoldgicos. Estudos
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experimentais tém demonstrado a superioridade desta modalidade de eletrocauterizacédo
devido a eficiéncia e limitado traumatismo aos tecidos. O limite de profundidade de
acometimento do tecido esta entre dois e trés milimetros, com eficiente coagulacdo e
concomitante possibilidade de utilizacdo em 6rgaos mais delicados como intestino delgado e
colon®?,

Completando a primeira etapa, foi realizada a nefrectomia direita apds sete dias.
Paralelamente, os animais do grupo controle eram submetidos a lombotomias, com 0s
mesmos sete dias de intervalo, sem que fossem realizadas as nefrectomias. A segunda
etapa consistiu em colotomia e colorrafia com apenas uma anastomose término-terminal. A
Ultima etapa foi realizada apds 7 dias da anastomose colénica para coleta de sangue e
retirada da anastomose para analise dos resultados.

A reproducédo desta técnica em ratos similarmente ao realizado no presente estudo,
foi realizado por FLECK e colaboradores (2006), demonstrando diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular apés 10 semanas do procedimento, com a particularidade da andlise
entre géneros. O estudo verificou que houve diferenca significante entre os ratos machos e
fémeas, supondo uma maior fragilidade e suscetibilidade nas fémeas®.

Posteriormente, a mesma metodologia foi utilizada para avaliar as alteragbes
morfoldgicas e histolégicas em outras espécies. Estudo em que se realizou nefrectomia 5/6
em coelhos, foi possivel constatar o aumento volumétrico do rim remanescente verificado
por estudo cintilografico (DMSA) e com diferenca significativa entre os dados obtidos na 42 e
162 semana. As andlises histopatoldgicas demostraram fibrose subcapsular intersticial,
dilatagdo de tubulos renais e ductos coletores, glomérulos com dilatagdo e areas de
escleroses, mineralizacdo de membranas basais de tlubulos renais no grupo experimental.
Os resultados do estudo, além de demonstrar alterac6es morfol6gicas e histopatolégicas do
rim remanescente, reforcam a efetividade do modelo cirlirgico em causar disfuncdo renal®.
Estas alteracdes estruturais corroboram com analise histologica e imunoistoquimica de rins
de ratos e macacos submetidos a NX 5/6 avaliados apos 13 semanas do procedimento, que
semelhante ao estudo anterior, revelou esclerose glomerular e fibrose intersticial na massa

renal remanescente®.
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Apesar de outros modelos experimentais também serem eficientes em demostrar
injuria renal, a NX 5/6 tem algumas vantagens como: reproduzir a disfungéo renal por perda
de néfrons assim como em humanos, fornecer dados mais completos quanto a proteindria e
hipertensdo secundaria a diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular, e comparar o dano
renal em relacdo a quantidade de massa renal retirada. Quando realizada nefrectomia Y5,
2/3 e 5/6 a andlise dos efeitos bioquimicos e morfolégicos do rim remanescente apés
ablac@o progressiva da massa renal, demonstra que hipertrofia renal compensatoria, e a
injuria glomerular estdo intimamente relacionadas ao volume do rim remanescente, sendo

portanto, mais evidentes quando uma maior fracdo de tecido renal é extraida® .

5.2 AVALIACAO DO TECIDO DE GRANULACAO

No presente estudo a formacdo do tecido de granulagdo através da andlise
histopatoldgica foi significantemente pior no grupo uremia em relagcdo ao grupo simulagéo
qguanto a reepitelizacdo das bordas (p=0,0196) e da proliferacdo angiofibrobléstica
(p=0,0379).

Mc Dermott e colaboradores (1968) mostraram que o tecido de granulagdo estava
reduzido em ratos urémicos ao realizar analise histolégica ap6s cinco dias do procedimento
para inducdo de disfungéo renal, além de inibicdo da proliferacao celular nos fibroblastos e

nas células endoteliais do tecido de granulacéo®.

5.3 QUANTIFICACAO DE COLAGENOS I E III

N&o apenas a taxa absoluta do colageno, representada pelo conteddo em
hidroxiprolina, mas também a forma de disposicao de suas fibras, sdo responsaveis pela
resisténcia tecidual. Até o presente ja foram identificados 19 isoformas de colageno sendo
que o colageno tipo | predomina e constitui 80 a 90% e os restantes 10 a 20% sé&o do tipo
1%, O colageno tipo | é o mais frequente e predominante em o0ssos e tenddes é

considerado colageno maduro. O tipo Il € mais comumente encontrado em tecidos moles,
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como vasos sanguineos, derme e fascia. Ja o tecido de granulacdo expressa 30 a 40 % de
colageno do tipo lll, sendo considerado coldgeno imaturo. O colageno mais importante € do
tipo I, que é responsavel ndo apenas pela manutencdo da integridade da maioria dos
tecidos em funcéo das suas propriedades mecanicas®’, mas também por sua participacéo
ativa na funcionalidade dos tecidos em funcéo de sua interagdo com as células presentes na
matriz extra-celular. Esta presente em todos os vertebrados, e incluido na lista das maiores
e mais complexas macromoléculas encontradas no reino animal, juntamente com outras
macromoléculas formam a matriz extra-celular.

O método empregado para a avaliacdo e diferenciacao de tipos de colageno, foi o da
polarizacdo com picrosirius que relata a porcentagem das fibras, classificadas em maduras
ou imaturas de acordo com a sua coloracdo e permite avaliagdo quantitativa de fibras
colagenas, sendo utilizado amplamente em estudos de cicatrizacdo de anastomoses
intestinais e outros tecidos®’.

Russel e colaboradores (1972) apés 10 semanas de nefrectomia e isquemia renal
segmentar contralateral em ratos, demonstrou que ha evidente alteracdo na formacgéo da
matriz mineral 6ssea e na maturacdo de colageno, no grupo com uremia®,

Em estudo para avaliar a for¢a ténsil e formacdo de colageno em ratos apos cinco,
10 e 15 dias de uremia, evidenciou-se uma consideravel e significativa redugcédo da forca
ténsil e também no acumulo de colageno, verificado através da quantificagdo de
hidroxiprolina no 10° e 15° dia®.

No presente estudo, verificou-se que o0s ratos do grupo uremia apresentaram
resultados significantemente piores que o grupo simulagdo quanto a média de colageno tipo

| (p=0,0009) e quanto ao colageno tipo Il (p=0,016).
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5.4 DENSIDADE MICROVASCULAR

No presente estudo o grupo uremia demonstrou densidade microvascular tecidual
significativamente pior (p=0,0074) que o grupo simulagéo.

Angiogenese € o0 desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir da
vascularizagdo existente previamente, est4d presente em condi¢Bes fisiologicas e
patoldgicas, tanto benignas quanto malignas. A producao de novos vasos € essencial na(no)
reparo de feridas, sendo observado nos tecidos em processo de cicatrizagdo e caracterizado
por um processo complexo que envolve multiplas etapas: vasodilatagdo, permeabilidade
endotelial, ruptura da conexdo das células endoteliais, proliferacdo e migracdo dessas
células e por fim subsequente remodelamento formando condutos para passagem dos
nutrientes®.

A formacdo da neovacularizacdo pode ser quantificada pela avaliagdo
imunoistoquimica da densidade de microvasos, através de identificacdo de proteinas
expressas na superficie das células endoteliais marcadas por anticorpos monoclonais®. O
anticorpo monoclonal CD34 pode ser utilizado para a marcacao imunoistoquimica da
densidade microvascular®2.

Na literatura, a uremia demonstrou ser fator importante na inibicdo da proliferacdo
celular do endotélio e do processo de reparo cicatricial através da presenca de duas dentre

varias toxinas urémicas, a p-cresol e a indoxil-sulfato®.

5.5 AVALIACAO TECIDUAL DO ANTiGENO DE PROLIFERACAO CELULAR

(PCNA)

ApOs avaliac6es histométricas obtidas na quantificacdo do antigeno nuclear de
proliferacdo celular o presente estudo demonstrou uma menor quantidade deste antigeno
com significancia estatistica, nos ratos do grupo uremia quando comparada ao grupo

simulacéo (p=0,0000).
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O PCNA desempenha papel importante no metabolismo dos acidos nucléicos. E uma
proteina sintetizada principalmente durante a fase S do ciclo celular sendo essencial para a
replicacéo, transcricdo e montagem da cromatina comossémica®.

Em estudo que avaliou a atividade de proliferacdo de condrdcito pela expressao de
PCNA na zona de crescimento de cartilagem apo6s 30 dias de nefrectomia subtotal 5/6 em
ratos, foi possivel concluir que o namero de condrécitos em proliferacdo no platd de
crescimento foi significantemente menor em ratos urémicos quando comparados aos ratos

controle®®.

5.6 DENSIDADE DE MIOFIBROBLASTOS

No presente estudo, as densidades teciduais de miofibroblastos foram
significantemente piores no grupo uremia quando comparados ao grupo simulacéo
(p<=0,0001). O método utilizado no presente estudo para a quantificagdo de miofibroblastos,
por meio de imunoistoquimica, utilizando-se o anticorpo anti-a-actina muscular lisa (actina a-
sm)o qual é amplamente empregado para essa finalidade pois estudos comprovam a
importancia dos miofibroblastos no processo cicatricial e demonstram que existe relacdo
direta entre o nivel de actina a-sm e a capacidade contratil dos miofibroblastos®’. Outro
estudo experimental em ratos que investigou a densidade de miofibroblastos na cicatrizacao
de feridas pelo mesmo método ora empregado concluiu que o metronidazol, aplicado de
forma topica nas feridas com cicatrizacdo por segunda intencdo, nao interfere na contracéao
da ferida e atrasa o aparecimento dos miofibroblastos®.

A importancia dos miofibroblastos no processo cicatricial decorre também pelo fato
de que o processo de contracdo da ferida alcanga a sua eficiéncia méxima durante a fixacédo
dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotipico para células produtoras de colageno. Isto
é devido a mudanca de fenétipo dos fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos
que sao células intermediarias entre musculares lisas e fibroblastos. Apesar de seu
mecanismo contratil estar ainda por ser esclarecido, estas células s&do encontradas

alinhadas ao redor de depdsitos da nova matriz extracelular, fazendo unides célula a célula
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e gerando forca de tensdo. Auxilia também no processo de contracdo da ferida o
ressecamento da sua crosta superficial que durante a desidratacdo diminui de tamanho e
arrasta o tecido a ela aderido®’.

Destacam-se neste processo o efeito estimulatorio das trés isoformas TGF-Bs como
potentes estimuladores da expressdo de proteinas da matriz extracelular além das
integrinas. Além dos efeitos sobre a proliferacdo de fibroblastos, da sua acdo sobre os
queratindcitos e a deposi¢do de matriz extracelular, participam também da diferenciacao de

miofibroblastos e do processo de angiogénese®,

5.7 DOSAGENS SERICAS DE UREIA, CREATININA E PCR.

No presente estudo a dosagem de uréia foi superior no grupo uremia em relacdo ao
grupo simulagdo com significancia estatistica (p<0,0000). O mesmo nao foi observado com
os dados da creatinina, que embora apresentou niveis séricos maiores no grupo uremia, ndo
mostrou diferenca estatistica significante (p=0,0904).

A uréia é formada no figado como o principal produto final do metabolismo de
substancias nitrogenadas e posteriormente é excretada pelos rins®.

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado o efeito negativo da uremia na
cicatrizacdo de feridas?'. Colin e colaboradores (1970) concluiram que ratos com uremia
apresentavam atraso na cicatrizacdo de anastomoses de intestino delgado e aponeurose.
Portanto, a presenca de toxinas urémicas tem efeito negativo ao diminuir a proliferacdo
celular, quantidade de hidroxiprolina na ferida operatodria, assim como causa alteracdo na
formacéo dos fibroblastos2:1%,

Outro ponto importante na cicatrizagédo de feridas € a fase de hemostasia. Apesar da
atividade plaquetaria estar aumentada no soro de pacientes urémicos através do aumento
significante da expressao da caspase-3 em comparacdo aos individuos normais, que pode,
portanto, elevar o risco de formagéo de trombos, ndo h& consenso a respeito dos efeitos das

toxinas urémicas no processo de coagulacdo. Estudo demonstra que a uremia provoca
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aumento do tempo de formacdo do coagulo, porém sem conseguir provar a razao direta
entre o a elevacéo das toxinas urémicas e alteragdo nos fatores de coagulagao®® "2,

A DRC esta associada a um estado de inflamacé&o crénica, evidenciado pela
elevacdo de diversas citocinas como a IL-6 e concentragfes alteradas de proteinas de fase
aguda como a PCR. Outras toxinas urémicas, particularmente a dimetilarginina, induzem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Esses produtos tdxicos provocam uma
carga inflamatéria na DRC por meio da geragdo de um desequilibrio entre a maior producéo
de ERO e uma capacidade antioxidante limitada ou diminuidal®’. A associacdo destas
espécies reativas de oxigénio e a presenca de marcadores pro inflamatorios, desencadeia
um processo de inflamacéo cronica.

A uremia pode causar injuria da mucosa intestinal, edema, inflamacéo, ulceracdo
com perda da barreira da mucosa e como consequéncia, pode ocorrer translocagao
bacteriana, fator sabidamente prejudicial ao processo de cicatrizagdo2.

Efeitos deletérios da uremia no trato gastrointestinal foram observados
através da desintegracdo das juncgdes tight, fendbmeno que pode contribuir com o processo
inflamatorio por causar defeitos na funcdo de barreira das células intestinais aumentado a
possibilidade de penetracdo de bactérias ou seus produtos téxicos, enzimas digestivas e
material de degradacéo de alimentos!®,

No presente estudo observou-se que 0s ratos do grupo uremia apresentaram
valores de proteina C reativa ultrassensivel, significantemente maiores que o grupo
simulacao (p=0,0142), sugerindo um processo inflamat6rio mais intenso no grupo uremia

guando comparado ao grupo simulacéo.

5.8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo experimental contribui com algumas questdes importantes e
promissoras com relagdo ao comportamento do processo de cicatrizagcdo de anastomoses
intestinais em vigéncia de uremia. A DRC, por ser uma doenca de alta prevaléncia e

constituir um importante problema de sadde publica pela alta morbidade e elevados custos,
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€ objeto ha tempos de muitos estudos que visam um entendimento da doenca e de formas
em trata-la, ou ao menos, tratar suas consequéncias.

O processo cicatricial de qualquer tecido é uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que envolve, de forma harmoniosa, fenédmenos bioquimicos
e fisiolégicos, a fim de garantir a reconstituicdo histolégica e a restauracao fisioldgica do
tecido lesionado, porém em pacientes com DRC esse processo mostra-se comprometido
pelas diversas alteracdes metabdlicas ocorridas ao longo da evolugédo da doenca.

A concepcdo deste estudo partiu da observacdo no aumento do numero de
transplantes renais nos ultimos anos e da possibilidade de demonstrar ndo s a efetividade
do modelo cirargico utilizado, a nefrectomia 5/6, como forma de reproduzir disfuncdo renal
por perda de néfrons, assim como ocorre nos seres humanos, mas também o efeito das
toxinas urémicas como causa de alteracdo do processo de cicatrizagdo col6nica.

A perda ponderal apresentada pelos ratos no presente estudo, apesar de ndo
demonstrar significancia estatistica, pode ser sinal tanto da prépria atividade das toxinas
urémicas como também da possivel desidratacdo, desnutri¢do e resposta inflamatoria, o que
demonstra a necessidade de estudos com tempo pés colotomia/colorrafia mais prolongados,
incluindo outras fases do processo cicatricial, e executados em ambiente controlado, como
as gaiolas metabdlicas.

Considerando o trabalho de Vianna e colaboradores em 198173, em um modelo
similar de inducdo de uremia em ratos, avaliaram sob o0 ponto de vista anatomopatoldgico, o
comportamento da cicatrizacdo ao nivel do intestino delgado e encontraram alteracdes
macroscopicas e histoldgicas sugestivas de um desvio no processo normal de cicatrizacao
intestinal. Interrogaram se essas alteragfes ocorreram em virtude de deficiéncia da sintese
de colageno ou por retardo na maturacédo do que se chamou naquele momento de colageno
jovem. Os resultados ora apresentados esclarecem que a uremia piora a maturacdo do
colageno e agregam ainda as informacdes de que ocorre piora na densidade de
miofibroblastos, que s&o células produtoras de colageno, também a angiogénese e a

viabilidade celular cicatricial encontram-se comprometidas.
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Com base nos resultados acredita-se que a colaboracdo desta pesquisa foi em
estabelecer a relacdo negativa da uremia com o processo de cicatrizacdo de anastomoses
colénicas e sobre a necessidade de avancos no tratamento da doenca renal crénica como
melhora no ambito das terapias de substituicdo renal, seja na forma mais eficiente do
processo de hemodialise para eliminacdo de maior quantidade possivel de toxinas urémicas,
guanto na importancia do transplante renal em retardar o avanc¢o das alteracdes fisioldgicas

e histolégicas nos 6rgéos e tecidos acometidos pela doenca.
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6. Conclusao

O estado urémico, induzido experimentalmente através da nefrectomia 5/6 é capaz de
influenciar negativamente o processo de cicatrizagao ao nivel do intestino grosso.

A uremia compromete a formacado de tecido de granulacao evidenciada pela alteracao
na reepetilizacdo das bordas e proliferacdo angiofibroblastica.

A uremia retarda a maturacao de colageno do tipo I.

A uremia induz a reducdo da densidade microvascular ao nivel da anastomose
colbnica.

A uremia reduz a viabilidade celular na area da cicatrizagéo colonica.

A uremia reduz a densidade de miofibroblastos presentes na cicatrizagédo col6nica.
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Apéndice 01

TABELA 12: PESAGENS E COMPARAGCOES ENTRE OS GRUPOS UREMIA (U) E SIMULAGAO (S)

Nefrectomia Parcial D2 D4 Ablacé@o Renal D9
CAIXAND NP-DO-U | NP-DO-S D2-U D2-S D4-U D4-S ABL-D7-U | ABL-D7-S D9-U D9-S
cabeca 243,80 258,30 240,30 256,40 238,40 255,92 240,30 257,34 237,10 | 253,56
pescogo 258,20 262,70 256,40 262,10 253,50 260,27 253,50 262,98 251,70 | 257,87
1| dorso 248,40 284,90 236,20 | 279,10 | 241,80 282,25 241,30 279,81 240,50 | 279,63
cauda 251,20 246,10 247,30 | 239,70 | 248,40 243,84 248,90 240,80 247,50 | 241,60
sm 256,00 268,40 255,10 | 263,40 | 249,60 265,92 246,97 265,27 248,30 | 263,46
cabeca 252,30 230,90 241,50 225,60 244,44 228,79 241,95 226,84 240,10 | 226,70
pescogo 244,40 242,20 271,20 240,30 263,84 239,98 261,15 241,40 258,20 | 237,78
2 | dorso 234,70 235,80 228,40 | 227,50 | 226,98 233,64 224,66 228,73 223,20 | 231,51
cauda 254,40 226,20 247,30 | 226,40 | 246,38 224,14 243,79 227,64 241,50 | 222,10
sm 244,80 236,70 239,50 | 233,40 | 236,68 234,53 234,19 234,57 230,20 | 232,39
Mx 248,82 249,22 246,32 | 245,39 | 245,00 246,93 243,67 246,54 241,83 | 244,66
Dp 6,70 17,79 11,53 17,71 9,54 17,62 9,55 17,63 9,74 17,44
Teste T (p) 0,9504 0,8964 0,7763 0,6731 0,6759
CAXAND D9 D12 Cé’(')?é?g;f‘ae D17 D19
D9-U D9-S D12-U D12-S | CC14-U | CC-D14-S D17-U D17-S D19-U D19-S
cabeca 237,10 253,56 240,30 | 257,76 | 241,70 253,52 242,10 257,69 243,10 | 255,99
pescoco 251,70 257,87 251,27 | 263,35 | 248,30 257,79 248,20 263,22 250,60 | 260,21
3 dorso 240,50 279,63 239,60 | 280,01 | 241,60 279,33 239,70 284,30 239,03 | 281,54
cauda 247,50 241,60 243,50 | 241,39 | 245,70 241,68 244,30 242,98 246,30 | 244,27
sm 248,30 263,46 248,46 | 265,61 | 250,20 263,32 248,10 267,80 244,38 | 265,69
cabeca 240,10 226,70 245,75 227,58 247,72 226,94 244,30 227,80 241,96 | 229,67
pescoco 258,20 237,78 261,45 | 241,98 | 247,80 237,90 241,30 242,06 239,40 | 240,52
4 dorso 223,20 231,51 224,92 | 229,44 | 225,60 231,69 223,74 237,30 220,39 | 234,37
cauda 241,50 222,10 244,07 | 228,36 | 244,80 222,38 242,75 228,58 239,11 | 225,15
sm 230,20 232,39 234,46 | 235,22 | 235,16 232,56 233,21 235,37 229,71 | 235,24
Mx 241,83 244,66 243,38 | 247,07 | 242,86 244,71 240,77 248,71 239,40 | 247,26
Dp 9,74 17,44 9,30 17,46 7,10 17,27 6,99 17,75 8,21 17,09
Teste T (p) 0,6759 0,5824 0,7693 0,2277 0,2292
Legenda :

- NP: Nefrectomia parcial
- U: Grupo Uremia

- S: Grupo Simulagéo

- ABL: Ablacéo renal

- CC: Colotomia e colorrafia
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Apéndice 02

Dosagens de Uréia

Metodologia

Principio:

- As dosagens de uréia foram realizadas pelo método indireto onde a uréia sérica é
hidrolisada pela enzima urease para formar amonia. A amdnia obtida sera quantificada
espectrofotometricamente pela reacdo acoplada urease/glutamato-desidrogenase
(GLDH) com o emprego de a-cetoglutarato para oxidar o NADH a NAD".

Método
- Automatizado utilizando o equipamento Dimension — RXL - Siemens® com reativos

especificos DF21, sendo os resultados emitidos em mg/dl.

TABELA 13: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS DOSAGENS DE UREIA (MG/ML)

Grupos DF)sagens de Uréia -
Grupo Uremia Grupo Simulagéo

1 141 56
2 147 60
3 100 50
4 123 49
5 163 49
6 109 44
7 145 56
8 212 55
9 198 52
10 147 56

Média 148,50 52,70

Desvio Padrédo 35,48 4,74

p p < 0,0000
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Principio:

Apéndice 03

Dosagens de Creatinina

Metodologia

- A creatinina reage com acido picrico, formando um complexo de cor amarelo-

avermelhado. Nesse pH ocorre a maxima formagédo do complexo corado Creatinina-

Picrato e também com outros elementos plasmaticos. Com a adi¢cdo do reagente acido,

0 pH é diminuido e a cor devida a Creatinina é desfeita, permanecendo a cor devida aos

cromogénios. Por diferenca entre as leituras obtidas no pH acido, obtém-se o valor real

da Creatinina.

Método;

- Automatizado utilizando o equipamento Dimension — RXL - Siemens® com reativos

especificos DF33B, sendo os resultados emitidos em mg/dl.

TABELA 14: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS DOSAGENS DE CREATININA (MG/ML)

Dosagens de Creatinina
Grupos - -
Grupo Uremia Grupo Simulagéo
1 0,85 0,62
2 0,78 0,89
3 1,45 0,67
4 0,67 1,32
5 0,98 0,61
6 0,77 0,92
7 1,36 0,75
8 0,98 0,64
9 0,78 0,79
10 1,21 0,66
Média 0,98 0,79
Desvio Padréao 0,27 0,22
p 0,0904
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Apéndice 04

Dosagens de Proteina C Reativa

Principio:

- areacao permite quantificar, mediante um método turbidimétrico, a concentragdo de PCR
presente na amostra. As particulas de poliestireno recobertas com anti-PCR se misturam
com a amostra formando agregados em presenca de PCR. O processo de aglutinacdo
gque se forma provoca um aumento do tamanho das particulas e consequentemente um

aumento da absorbancia, que é medida por comparagdo com o calibrador de

concentracdo conhecida.

Método

- Automatizado utilizando o equipamento Dimension — RXL - Siemens® com reativos

Metodologia

especificos RCRP, sendo os resultados emitidos em mg/dl.

TABELA 15: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS DOSAGENS DE PROTEINA C REATIVA (MG/ML)

Proteina C Reativa

Grupos - -
Grupo Uremia Grupo Simulagéo
1 0,01 0,01
2 0,01 0,01
3 0,01 0,01
4 0,01 0,01
5 0,01 0,01
6 0,37 0,01
7 0,25 0,01
8 0,41 0,01
9 0,36 0,01
10 0,65 0,01
Média 0,21 0,01
Desvio Padréo 0,23 0,00

p

0,0142
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Apéndice 05

Avaliacao histopatolégica da formacao de tecido de granulacédo

TABELA 16: RESULTADOS DAS LEITURAS HISTOPATOLOGICAS, EM TRIPLICATAS, DA AVALIACAO DA
FORMACAO DE TECIDO DE GRANULACAO

Grupo Simulagéo

Crosta Reepitelizagdo de Proliferagao
Ratos Fibrinoleucocitaria MX bordas MX angiofibroblastica MX
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3

1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2,00

2 1 1 1 1 1 1 2 1,33 2 2 2 2,00

3 1 1 1 1 2 2 1 1,67 1 1 2 1,33

4 1 1 1 1 1 2 2 1,67 2 2 1 1,67

5 1 1 1 1 2 1 1 1,33 2 2 1 1,67

6 1 1 1 1 2 2 2 2,00 2 2 1 1,67

7 1 1 1 1 1 2 2 1,67 2 2 2 2,00

8 1 1 1 1 2 2 1 1,67 2 1 2 1,67

9 1 1 1 1 2 2 2 2,00 1 2 2 1,67
10 1 1 1 1 2 2 1 1,67 2 2 2 2,00
Média 1 1,70 1,77

1 p=0,6469 p=0,8447 —
DP 0 0,25 0,22
Grupo Uremia
Crosta Reepitelizacéo de Proliferagcdo
Ratos Fibrinoleucocitaria MX bordas MX angiofibrobléstica MX
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3

1 1 1 1 1 1 1 1 1,00 1 2 1 1,00

2 1 1 1 1 1 1 1 1,00 2 2 1 1,00

3 1 1 1 1 1 2 2 1,67 2 1 1 1,33

4 1 1 1 1 1 1 1 1,00 2 2 2 2,00

5 1 1 1 1 1 1 1 1,00 2 2 2 2,00

6 1 1 1 1 1 1 2 1,33 2 1 1 1,33

7 1 1 1 1 1 1 1 1,00 1 1 2 1,33

8 1 1 1 1 1 1 1 1,00 2 2 2 2,00

9 1 1 1 1 2 2 2 2,00 1 1 2 1,33
10 1 1 1 1 2 2 2 2,00 1 1 1 1,00
Média 1 1,30 1,43

1 p=0,6469 p=0,8860 —
DP 0 0,43 0,42

Legenda: L2, L3= triplicatas das leituras microscopicas executadas; p= significancia estatistica

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrdes entre os escores, conforme os critérios adotados nas trés leituras microscépicas
das amostras dos grupos uremia e simulacdo (tabela 16), obtiveram-se valores

considerados néo significantes permitindo a validacéo dos resultados.
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Apéndice 06

Avaliacdo histométrica computadorizada para quantificacao porcentual de colagenos | e lll

Metodologia

Com as laminas coradas pelo método de Picro-Sirius, focaliza-las no microscopio,
escolhendo-se trés diferentes campos para cada leitura nas regifes direita, central e
esquerda da lamina.
Ajustar o aparelho no icone Calibration, com objetiva regulada para uma dimensao 20
vezes maior.
Selecionar o0 icone menu Acquire e submenu video-digital Capture, acionando o modo
Preview para capturar a imagem mais adequada e em seguida, clicar em Snap, em cujo
arquivo as imagens sao congeladas devidamente.
Calibrar o sistema orientando-se pela densidade otica dos pontos de resolucdo (pixels)
gue formam as imagens, escolhendo-se o valor limite de melhor resolugéo (threshold).
Identificar cada imagem clicando no menu File, submenu Save As (salvar como),
identificando-se cada animal e respectivo campo em arquivo especifico para os registros
do estudo.
Selecionar a cor vermelha e com o “conta-gotas”, clicar nas areas do colageno até o
instante que se obteve, no pequeno quadrado da tela, a imagem em cor magenta
uniforme.
Em seguida, clicar em New e na cor branca. Repetindo-se 0 processo citado
anteriormente, selecionaram-se as cores rosa claro homogéneo, excluindo-se 0s vasos e
clicar em Close.
Clicar no menu Measure, Select Measurements, selecionar a area e Density (mean) e
depois no botdo OK. Novo cligue em Count, View, Measurements Data, Statistics e
utilizando-se o File, DDE to Excel, transportaram-se os dados para o Excel, a fim de se
proceder a analise estatistica.
Utilizar o aplicativo Image-Pro Plus e analisar as porcentagens de coldgeno maduro (tipo
I) e do imaturo (tipo Ill). As fibras coldgenas mais espessas e fortemente birrefringentes
tingiram-se com alaranjado e vermelho (tipo 1), e as fibras mais finas e fracamente
birrefringentes com amarelo e verde (tipo IlI).
10. Calcular a média das porcentagens em cada lamina, e o valor do colageno total
correspondente a soma das areas vermelhas e verdes.
11. Em seguida, clicar em Count and Measure Objects, Count Size e no Select Colors.
Utilizando o icone conta-gotas, color inicialmente com pincel 3X3 e depois com 1X1,
recorrendo-se a coloracdo azul, os locais em que se observou coloragcédo alaranjada e

vermelha.
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12. A seguir, selecionar New, Class 2 e color em magenta o local que apresentava tanto a
cor amarela, quanto a cor verde.

13. Os numeros representativos da area (em micra) e da porcentagem de colageno tipo | e
do tipo Il deveréo ser transferidos ao Excel para analise estatistica.

14. Para a obtencdo dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscopicos serdo comparadas estatisticamente pelo método de ANOVA para
validagéo, e se for obtido p>0,05 sera calculada a média aritmética de cada amostra e a
média do grupo com desvio padrao.

TABELA 17: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS AVANLIAQOES HISTOMETRICAS COMPUTADORIZADAS EM
TRIPLICATAS PARA QUANTIFICACAO PORCENTUAL DE COLAGENOS | E Il

Colageno | Coléageno Il
Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
86,46 86,89 88,19 87,18 13,54 14,66 15,21 14,47
98,57 99,06 99,65 99,10 1,43 2,52 1,87 1,94
63,35 73,77 62,65 66,59 36,65 35,21 35,78 35,88
Simulacéo 74,86 75,23 75,68 75,26 25,14 26,78 23,14 25,02
94,22 95,12 93,18 94,17 5,78 6,47 8,57 6,94
61,93 62,24 62,61 62,26 38,07 35,87 33,64 35,86
83,96 84,38 83,04 83,79 16,04 15,23 14,73 15,33
88,37 88,81 87,40 88,19 11,63 13,14 12,24 12,34
64,23 62,17 64,94 63,78 35,77 35,21 36,21 35,73
98,29 98,78 96,82 97,96 1,71 2,14 2,15 2,00
MX+DP Validagso p=0,9752 8183 Validacdo p=0,9982 | 1855
13,64 13,69
Colégeno | Colageno Il
Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
43,22 44,12 43,15 43,50 54,78 53,85 57,85 55,49
56,23 55,63 55,21 55,69 41,77 41,79 45,79 43,12
66,23 67,23 67,58 67,01 31,77 29,42 33,42 31,54
Uremia 65,32 63,21 65,17 64,57 32,68 31,83 35,83 33,45
55,21 55,13 55,65 55,33 42,79 41,35 45,35 43,16
63,22 65,32 62,32 63,62 34,78 34,68 38,68 36,05
58,94 61,24 57,74 59,31 39,06 39,26 43,26 40,53
66,21 66,45 65,14 65,93 31,79 31,86 35,86 33,17
72,21 71,23 71,62 71,69 25,79 25,38 29,38 26,85
63,87 69,32 70,36 67,85 34,13 26,64 30,64 30,47
MX+DP Validagéo p=0,9755 0145 Validag&o p=0,5661 | 37:38
8,22 8,38

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padres entre as porcentagens demonstradas na tabela 17, obtiveram-se valores

considerados néo significantes permitindo a validacéo dos resultados.
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Apéndice 07

Avaliacao histométrica computadorizada da densidade microvascular

Metodologia

A avaliacdo imunoistoquimica e histométrica da densidade microvascular em amostras de

tecido muscular cicatricial foi realizada de acordo com a metodologia padronizada no

Laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catélica do Parana.

Empregou-se o método da Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, com anticorpos comerciais
(Biotin anti-CD34 antibody clone QBENd/10®, Dako Corporation Glostrub Denmark) diluido a

1:100), de acordo com as especificacdes do fabricante:

1.
1.1.
1.2.
1.3.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

14.
15.

Controles:

Humano: sempre usar (prova a eficiéncia do anticorpo)

Especifico do animal (prova reatividade do material)

Negativo: sempre usar (possivel reagéo inespecifica: ndo recebe anticorpo)
Secagem das laminas a 37°C por 12 horas.
Desparafinizagdo: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 min); alcool etilico absoluto
(3x 1min); &lcool etilico 80% (1x 1 min)
Bloqueio da peroxidase enddgena: solucao de peréxido de hidrogénio e metanol 5%
(diluir o peroxido em metanol). Lavar em agua destilada.
Recuperacao antigénica: Levar as laminas mergulhadas em recuperador Imuno Retriver
(Dako®) a cuba de banho-maria a 99°C por 40 min. Apds, deixar esfriar a temperatura
ambiente.
Lavar em agua destilada, e riscar lamina por lamina com caneta hidrofébica Dako pen
(Dako®), delimitando a area do corte. Até pingar as aliquotas deixar em tamp&o TBS tris
pH 7,3, evitando a secagem do corte.
Pingar as aliquotas de anticorpos e levar em camara Umida em temperatura de 4 a 8°C
por 12 horas.
Lavar as laminas em tampéo TBS tris pH 7,3 e deixar no tampao por 15 min.
Lavar novamente em tampao, secar e pingar Advance link (Dako®) e deixar por 30 min.
Lavar em tampdao e pingar Advance enzyme (Dako®) e deixar por 30 min.
Lavar em tampé&o, secar e pingar cromégeno DAB (1:1) até a visualizacdo da cor
castanha e lavar rapido em agua destilada.
Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 min. Lavar em agua da torneira e deixar
por 5 min.
Desidratar com alcool etilico absoluto (3x 1 min.)
Diafanizar com xilol (3 x 5 min).

Montar as laminas.
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16. Nas leituras histométricas quantificam-se os nucleos celulares corados de azul, os quais
representam células em repouso; e os corados de marrom, que identificam as células
em proliferacdo cada campo tinha uma area de 7.578,94 2.

17. As reacbes foram consideradas positivas, quando se detectou reacdo marrom,
excluindo-se as provaveis areas de coloracdo de fundo, representando a densidade
microvascular tecidual. Para cada caso foram analisadas em cem células a porcentagem
CD34 positivas.

18. Para a obtencdo dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscopicos foram comparadas estatisticamente pelo método de ANOVA para
validacéo, e se obtido p>0,05 foram calculadas a médias aritméticas de cada amostra e

a média do grupo com desvio padrao.

TABELA 18: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS AVALJAQOES HISTOMETRICAS COMPUTADORIZADAS EM
TRIPLICATAS PARA QUANTIFICACAO DA DENSIDADE MICROVASCULAR

Grupo Simulacéo

Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 521,20 525,37 520,78 522,45
2 578,30 582,93 577,84 579,69
3 686,58 692,07 686,03 688,23
4 306,20 308,65 305,96 306,93
5 452,80 456,42 452,44 453,89
6 676,30 681,71 675,76 677,92
7 554,08 558,51 553,64 555,41
8 442,32 445,86 441,97 443,38
9 521,14 525,31 520,72 522,39
10 425,47 428,87 425,13 426,49
Média o 517,68
7DP Validag&o p=0,9954 7116,62

Grupo Uremia

Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 381,52 386,21 381,71 383,15
2 423,32 428,52 423,53 425,12
3 502,58 508,76 502,83 504,72
4 224,14 226,90 224,25 225,09
5 331,45 335,53 331,62 332,86
6 495,05 501,14 495,30 497,16
7 405,59 410,58 405,79 407,32
8 323,78 327,76 323,94 325,16
9 381,47 386,17 381,67 383,10
10 311,44 315,27 311,60 312,77
Média . 379,65
 — Validag&o p=0,9906 s ——
DP 85,52

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padres entre as porcentagens demonstradas na tabela 18, obtiveram-se valores

considerados néo significantes permitindo a validacédo dos resultados.
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Apéndice 08

Avaliacao histométrica computadorizada do antigeno celular de proliferacéo nuclear (PCNA)

Metodologia

1. Os cortes foram desparafinizados, hidratados e mergulhados em tampéao fosfato.

2. Apés a recuperacdo antigénica com tampdo citrato e bloqueio da peroxidase
endogena com peroxido de hidrogénio a 0,3%, o0s anticorpos primarios monoclonais
anti-PCNA foram aplicados sobre os cortes e incubados durante a noite. O anticorpo
primario utilizado foi o PC10 (Dako Corporation, Glostrub, Denmark), anti-PCNA,
diluido em 1:100 e incubado por 18 horas a 4°C.

3. Em seguida, os cortes foram enxaguados em tampdao fosfato e anticorpo secundario
biotinilado foi aplicado e incubado por 60 minutos. Apds novo enxagie, o complexo
estreptavidina-peroxidase foi aplicado e a reagédo imunohistoquimica foi revelada com
a aplicacdo de diaminobenzidina. ApOs contracoloracdo com hematoxilina, os cortes
foram desidratados, diafanizados e cobertos com laminulas de vidro com balsamo do
Canada.

4. As reacdes foram consideradas positivas, quando se detectou reacdo marrom,
excluido-se as provaveis areas de coloracdo de fundo. Para o PCNA o padrédo de
reacao foi nuclear.

5. Quantificam-se os ndcleos celulares da superficie epitelial e das criptas das glandulas,
corados de azul, os quais representam células em repouso; e os corados de marrom,
gue identificam as células em proliferagdo da fase G1 tardia até a fase M da G2. Com
microscopio Gptico e aumento de 1000 X (imersdo), utilizando o programa de captura
de imagens Image Pro-Plus® versdo 4.5 — Midia Cybernetics, contaram-se os nucleos
positivos e negativos de 2 campos a direita e 2 a esquerda da linha de anastomose e
de 2 criptas glandulares, a direita e a esquerda, nos cortes e obteve-se 0 percentual
dos nucleos positivos e negativos, ou seja, em replicacdo e em repouso. Cada campo
tinha uma area de 7.578,94 2.

6. A analise quantitativa foi feita por meio de imagens microscopicas captadas por uma
camara JVC TK-1270/RGB, digitalizadas no aumento de 1.000x, através do software
KS300, contido no analisador de imagens Kontron Elektronic/Carl Zeiss. Para cada

caso foram analisadas em cem células a porcentagem PCNA positivas.
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TABELA 19: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS AVAL[A(;OES HISTOMETRICAS COMPUTADORIZADAS EM
TRIPLICATAS PARA QUANTIFICACAO DO ANTIGENO CELULAR DE PROLIFERACAO NUCLEAR

Grupo Simulacéo

Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 321,10 328,61 325,92 394,69
2 458,30 469,02 465,17 400,56
3 332,70 340,49 337,69 319,94
4 299,10 306,10 303,59 292,70
5 278,30 286,65 282,47 317,36
6 347,80 355,94 353,02 464,52
7 569,50 582,83 578,04 512,68
8 442,90 453,26 449,54 488,19
9 521,14 533,33 528,96 479,36
10 425,47 435,43 431,85 430,92
Média L 410,09
~—Top | Validag&o p=0,8754 778,64
Grupo Uremia
Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 235,05 240,55 238,57 178,79
2 335,48 343,33 340,51 255,33
3 243,54 249,24 247,19 185,74
4 218,94 224,06 222,23 167,31
5 203,72 208,48 206,77 155,99
6 254,59 260,55 258,41 194,89
7 416,87 426,63 423,13 318,41
8 324,20 331,79 329,07 248,26
9 381,47 390,40 387,20 292,02
10 311,44 318,73 316,12 239,07
Média ) 223,58
E—— Validag&o p=0,7451 E—
DP 55,31

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrbes entre as porcentagens demonstradas na tabela 19, obtiveram-se valores

considerados néo significantes permitindo a validacéo dos resultados.
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Apéndice 09

Avaliacdo histométrica computadorizada de miofibroblastos

Metodologia

A avaliacdo imunoistoquimica e histométrica da densidade tecidual de miofibroblastos em

amostras de tecido muscular cicatricial foi realizada de acordo com a metodologia

pad
do

ronizada no Laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catélica

Parand. Empregou-se o0 método da Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, com anticorpos

comerciais (Biotin anti-aSMA antibody clone PJC10®, Dako Corporation Glostrub Denmark)

dilu
1.
1.1.
1.2.
1.3.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

14.
15.

ido a 1:400), de acordo com as especificacdes do fabricante:
Controles:

Humano: sempre usar (prova a eficiéncia do anticorpo)

Especifico do animal (prova reatividade do material)

Negativo: sempre usar (possivel reagcéo inespecifica: ndo recebe anticorpo)
Secagem das laminas a 37°C por 12 horas.
Desparafinizagdo: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 min); &lcool etilico absoluto
(3x 1min); &lcool etilico 80% (1x 1 min)
Bloqueio da peroxidase enddgena: solucdo de perdxido de hidrogénio e metanol 5%
(diluir o per6xido em metanol). Lavar em agua destilada.
Recuperacao antigénica: Levar as laminas mergulhadas em recuperador Imuno Retriver
(Dako®) a cuba de banho-maria a 99°C por 40 min. Apds, deixar esfriar a temperatura
ambiente.
Lavar em agua destilada, e riscar lamina por lamina com caneta hidrofébica Dako pen
(Dako®), delimitando a area do corte. Até pingar as aliquotas deixar em tamp&o TBS tris
pH 7,3, evitando a secagem do corte.
Pingar as aliquotas de anticorpos e levar em camara Umida em temperatura de 4 a 8°C
por 12 horas.
Lavar as laminas em tampé&o PBS tris pH 7,3 e deixar no tamp&o por 15 min.
Lavar novamente em tampéo, secar e pingar Advance link (Dako®) e deixar por 30 min.
Lavar em tampdao e pingar Advance enzyme (Dako®) e deixar por 30 min.
Lavar em tampé&o, secar e pingar cromégeno DAB (1:1) até a visualizacdo da cor
castanha e lavar rapido em agua destilada.
Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 min. Lavar em agua da torneira e deixar
por 5 minutos.
Desidratar com alcool etilico absoluto (3x 1 min.)
Diafanizar com xilol (3 x 5 min).

Montar as laminas.

79



Apéndice

16. Nas leituras histométricas quantificam-se os nucleos celulares corados de azul, os quais
representam células em repouso; e os corados de marrom, que identificam as células
em proliferacdo cada campo tinha uma area de 7.578,94 2.

17. As reacbes foram consideradas positivas, quando se detectou reagdo marrom,
excluindo-se as provaveis areas de coloracdo de fundo, representando a densidade
microvascular tecidual.

18. Para a obtencdo dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscopicos foram comparadas estatisticamente pelo método de ANOVA para
validacao, e se obtido p>0,05 foram calculadas a médias aritméticas de cada amostra e

a média do grupo com desvio padrao.

TABELA 20: RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS AVALIAQONES HISTOMETRICAS COMPUTADORIZADAS EM
TRIPLICATAS PARA QUANTIFICACAO DE MIOFIBROBLASTOS

Grupo Simulacéo

Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 252,38 224,32 274,79 250,50
2 308,13 376,52 537,28 407,31
3 412,30 512,70 254,60 393,20
4 397,20 226,70 324,10 316,00
5 553,10 328,70 223,70 368,50
6 247,32 249,30 247,12 249,10
7 336,40 339,09 336,13 338,82
8 367,91 370,85 367,62 370,56
9 457,21 460,87 456,84 460,50
10 358,14 361,01 357,85 360,72
Média o 351,52
“op | Validag&o p=0,7510 766,32
Grupo Uremia
Ratos Campo 1 Campo 2 Campo 3 Média
1 127,01 151,26 125,41 134,56
2 218,32 192,98 209,10 206,80
3 78,90 237,50 148,60 155,00
4 124,70 189,60 245,30 186,53
5 321,90 136,50 114,70 191,03
6 244,56 246,52 244,36 245,15
7 247,23 249,21 247,03 247,82
8 198,74 200,33 198,58 199,22
9 188,32 189,83 188,17 188,77
10 293,54 295,89 293,31 294,24
Média L 204,91
“op | Validag&o p=0,9640 746,80

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrBes entre as porcentagens demonstradas na tabela 20, obtiveram-se valores

considerados nao significantes permitindo a validagéo dos resultados.
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Anexo 1

Parecer da Comisséo de Etica em Pesquisa em Animais

-
ﬂ HOSPITAL E MATERNIDADE ANGELINA CARON
Comissao de Etica em Pesquisa em Animais

Campina Grande do Sul, 21 de junho de 2010

De Comissio de Etica em FPesquisa em Animais
Para Dr. Carlos Eduardo da Silva
Assunio Parecer (referéncia projeta)

1. Titule do projeto

Protocolo 08/10

Efeitos da disfungio renal na cicatrizagio de anastomoses coldnicas. Estudo experimental em ratos Wistar

2. Relator

Dr.Carlos José Franco de Souza

3. Animais a serem utilizados

25 ratos (Rattus nonvegicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar

4. Avaliagio dos procedimento (s) previsto (s) :

Procedimento(s)

Avaliagdo / sugestiols)

Condigdes gerais do experimento

Satisfatoria

Concepgio ética do estudo

Satisfatoria

Anestesia: Executada em duas elapas, a primeira, pré-anestesia inalatdria
com halotano (Tan-::hal-::-Crista'lia‘s]. A segunda, a anestesia propriaments
dita, com a associagdo xilazina 10 mg/Kg associado a Ketamina 100 mg/kg
por via intramuscular mas pantumilhas.

Satisfatoria

Procedimentos cirdrgicos:
Mefrectomia 5/6, colotomia e colomrafia conforme descrigdo prévia de Vianna
e colaboradores em 1981, com a utilizagSo de eletrocautério de argdnio.

Satisfatoric

Analgesia e Antibioticoterapia: analgésia pds-operatoria com dipirona 25
mg.

Satisfatoric

Morte dos ratos e coleta de amostras: Apds 10 dias da colotomia e
colomrafia os animais serdo submetidos & inalagdo com halotane (Tanchalo-
Cristalia ) para posterior pungdo intracardiaca e exanguinagio. Apos a
evidéncia da more dos ratos serd procedida do segmento colnico
anastomosado.

Satisfatoric

Biosseguranga: Serdo respeitadas as normas de Biosseguranga previstas
para a manipulagio de animais de laboratorio. As carcagas serdo removidas
para o expurgo hospitalar e transportadas para o aterro sanitario de Curitiba
conforme protocolos institucionais.

Satisfatoric

Sugerimos enwvalver cada
carcaga em sacos plasticos de
lixe hospitalar e fecha-los de
maneira herméatica.

O autor se compromets a envolver neste expernmento somente profissionals
com experéncia comprovada nesta metodologia e cumprir com rigor as
normas de manejo ético dos animais.

Satisfatoric

Parecer Final :

Tedos os procedimentos analisados pela Comissdo de Etica em Pesquisa foram considerados satisfatdrios

sendo este protocole autorizade para sua execugdo nas dependéncias do centro de experimentagdo animal

deste hospital.

et for

Dr.Caros José Franco de Souza
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