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RESUMO

GOMES, Henrique Lima. Biocompatibilidade do polissacarideo celulésico sintetizado por
zoogloea sp.: um estudo em bexigas de coelho. 2012. 50f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Atualmente, o material utilizado para o tratamento endoscopico é o Deflux, porém este
é um material ndo-biologico. Sabe-se que a substancia ideal deve ser atdxica, biocompativel,
ndo-migratoria, ndo-antigénica e deve causar o minimo possivel de inflamacdo no local do
implante. A bactéria Zoogloea sp. produz um exopolissacarideo celulésico (CEP) com baixa
citotoxicidade e alto biocompatibilidade. O objetivo deste estudo é investigar, na bexiga de
coelho, a biocompatibilidade de implantes de exopolissacarideo de celulose, produzidos pela
Zooglea sp. Foram utilizados como modelo experimental, 20 coelhos adultos da raca
California, com média de seis meses de idade. Os animais foram divididos em dois grupos,
sendo o grupo G1, composto por animais mortos trés dias ap6s a aplicacdo do implante (n=9),
e 0 grupo G2, composto por animais mortos trés meses apés a aplicacdo do implante (n=11).
Cada animal recebeu, no total, quatro implantes, sendo dois de gel de biopolimero e dois de
gel Deflux. Foram realizadas as técnicas imunohistoquimicas para marcacdo de colageno
tipos I e Ill, alfa-actina de musculo liso, PCNA e reacdo quimica TUNEL. Nas amostras de
trés dias, os implantes de CEP e deflux, eram estruturalmente homogéneos e livres de células
inflamatdrias ou vasos sanguineos. Por outro lado, nas amostras de trés meses, com exce¢édo
de algumas éreas, o CEP estava organizado como feixes curtos que eram sugestivos de um
tecido fibroso. Apesar disso, o implante de CEP corou negativamente para colagenos tipos | e
I11, fibras elasticas, enquanto que o tricrbmico de masson, ndo indicou a presenca de
colageno. Em contraste as &reas de implante de deflux nas amostras de trés meses estavam
fragmentadas, mas ainda eram homogéneas, e ainda ndo havia nenhuma célula nem vaso
sanguineo em seu interior. As células positivas para PCNA podiam ser claramente percebidas
dentro dessas ilhotas, dessa forma indicando um processo inflamatorio—proliferativo, em
curso. No grupo sacrificado aos trés meses, os implantes de deflux ainda estavam negativos,
mas em torno das areas de CEP algumas células positivas para a técnica do TUNEL eram
perceptiveis. Nos implantes de CEP de trés meses, muitos vasos sanguineos eram
visualizados, e a sua densidade era de 23.86+5.48. A densidade de microvasos na lamina
propria (41.51+11.19) foi significativamente diferente (p<0.001) daquela no implante de CEP.
Nossos resultados mostraram que o CEP possui pouca imunogenicidade e se integra melhor
no tecido hospedeiro quando comparado ao deflux. Portanto o CEP deve ser um material
eficiente em casos em que a incorporacdo ao tecido € desejada como por exemplo em
estruturas de suporte na cirurgia de reconstrucao.

Palavras-chave: Biopolimero. Deflux. Zoogloea sp. Exopolissacarideo celulésico.



ABSTRACT

Actually the material used for the endoscopic treatment is the Deflux, however this is
a non-biological material. It is known that the ideal substance should be non-toxic,
biocompatible, non-antigenic, non-migratory and must cause the least possible inflammation.
Zoogloea SP. bacteria produces a cellulosic exopolysaccharide (CEP) with low cytotoxicity
and high biocompatibility. The aim of this study is to investigate, in rabbit bladder, the
biocompatibility of CEP implants produced by Zooglea sp.Were used as experimental model,
20 adult rabbits California race, with an average of six months of age. The animals were
divided into two groups, being the G1 group, composed of fallen three days after application
of the implant (n=9), and the Group G2, composed of animals dead three months after the
application of implant (n=11). Each animal received, in total, four implants, being two of
biopolymer gel and two of Deflux gel. Imunohistochemistry techniques were performed for
marking of collagen types I and I1l, Alpha-smooth muscle actin, PCNA and chemical reaction
tunnel.In samples of three days, the CEP and deflux implants were structurally homogenous
and free of inflammatory cells or blood vessels. On the other hand, in samples of three
months, with the exception of a few areas, the CEP was organized as short beams that were
suggestive of a fibrous tissue. Despite this, the implant of CEP blushed adversely to collagen
type | and Ill, elastic fibers, while the masson, not indicated the presence of collagen. In
contrast the areas of deflux implant in samples of three months were fragmented, but were
still homogeneous, and still there was no cell or blood vessel in his heart. PCNA positive cells
could be clearly seen inside these islets, thus indicating a proliferative-inflammatory process
ongoing. In three months, group sacrificed that received deflux implants were still negative,
but around the areas of CEP some cells positive for the technique of TUNEL were seen. In the
CEP implants carried out three months apart, many blood vessels were viewed, and its density
was of 23.86 + 5.48. The microvascular density in the bladder wall (41.51 + 11.19) was
significantly different (p 0.001) of that in the CEP implant.Our results showed that the CEP
has low immunogenicity and integrates better in host tissue when compared to deflux. So
CEP must be an efficient material in cases where the incorporation to the tissue is desired
such as support structures in reconstructive surgery.

Keywords: Bipolymer. Deflux, Zoogloea sp. Cellulosic exopolysaccharide.
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INTRODUCAO

O refluxo vesicoureteral (RVU) é uma anomalia uroldgica congénita frequente,
caracterizada pela transferéncia retrégrada de urina da bexiga para os rins. Na presencga do
RVU, a pressdo hidrostatica transmitida pela bexiga eleva a pressao pélvica renal. (1)

Embora inimeros estudos tenham mostrado que o refluxo pode causar cicatriz renal na
presenca de infeccBes no trato urinario, a questdo do refluxo vesicoureteral ser ou ndo um
causador de danos renais ndo estd completamente resolvida. (1)

O RVU é uma doenca comumente encontrada por cirurgides pediatricos, acometendo
de 1% a 2% das criancas. (2, 3) Atualmente ha um crescente aumento da taxa de detecgdo
devido ao aumento de acompanhamento pré-natal. O sintoma mais comum € a infec¢do do
trato urindrio. O mecanismo estd relacionado com o refluxo da urina infectada com
inflamacédo intersticial e lesdo renal. (3) A urina também pode causar lesdo renal por
processos mecanicos e mecanismos imunologicos. Desenvolvimento embriolégico anormal
com subsequente displasia renal é outra forma de complicagdo. (4)

Opcdes atuais de tratamento para esta doenca incluem a profilaxia (a longo prazo) com
antibioticos para prevenir a pielonefrite e aguardar a resolugdo espontanea. No entanto, o
refluxo de alto grau tem uma baixa taxa de resolucdo espontanea e somado a isso, a falta de
comprometimento do paciente quanto aos medicamentos, pode se tornar um fator
complicador para a resolugdo do problema. (5,6) Outra opcdo é o reimplante cirdrgico de
ureteres, que pode ser feito tanto pela abordagem aberta ou laparoscopica. Embora tenha uma
alta taxa de sucesso, a abordagem laparoscopica € invasiva e tecnicamente dispendiosa. (7)

A incidéncia de refluxo em rins transplantados varia de 3% a 50% (3), e varia
consideravelmente devido a diferencas no método utilizado para detectar o RVU, além da
técnica utilizada para aplicacdo do implante, e da qualidade da parede da bexiga (4). Nao ha
evidéncias concretas de que o RVU cause pielonefrite e sepse apds o transplante renal, porém
é considerado um fator de risco. (8)

Nos ultimos anos, a injecdo endoscépica transuretral subureteral (Sting) se tornou uma
terapia de primeira linha para pacientes com RVU, devido a sua grande porcentagem de
sucesso, além de acarretar pouca ou nenhuma complicacdo pos-operatoria. (9)

Os debates sobre o0 agente de preenchimento (bulking) ideal para a terapia endoscopica

em pacientes com RVU permanecem controversos. (10,11) Um grande desafio a ser
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solucionado € encontrar um produto que dé seguranca ao tratamento e a0 mesmo tempo
possua, em longo prazo, a eficécia desejada.

Contudo, deve-se considerar que os agentes de preenchimento ideais podem diferir
dependendo do que se proponha com suas aplicagdes.

Sabe-se que a substancia ideal deve ser atoxica, biocompativel, ndo-migratéria, ndo-
antigénica e deve causar o minimo possivel de inflamacdo no local do implante. Muitos
agentes de preenchimento foram usados para tratar o refluxo, incluindo aplicacdo de
colageno, politetrafluoroetileno (PTFE ou Teflon), microimplantes de silicone, alcool
polivinil (PVA), colageno bovino conservado com glutaraldeido, condrécitos autélogos,
hidroxiapatita de célcio, polidimetilsiloxano, materiais autélogos injetaveis, gordura autéloga
e dextranémero/acido hialurénico (Deflux). (12, 13)

Embora o PTFE tivesse tido uma elevada taxa de sucesso a longo prazo, o seu uso foi
abandonado devido ao receio de migracdo das particulas. Todas as outras substancias citadas
anteriormente, ndo mostraram uma taxa significativa de sucesso e, portanto, ndo estdo mais
em uso. (13)

Atualmente, o material utilizado mundialmente para o tratamento endoscopico €
Deflux.

O Deflux tem se mostrado uma alternativa minimamente invasiva bastante eficaz para
o tratamento de RVU. Resultados indicam variacdo entre 70 e 90% de taxas de sucesso na
resolucdo do RVU apds uma a trés injecdes endoscdpicas de Deflux. (14-17)

O Deflux é o material de preenchimento mais estudado e com efeitos mais conhecidos
a curto prazo, se tornando nos dias atuais, o material mais utilizado para o tratamento do
RVU. Ele é composto por microesferas de dextranomeros (Dx) e acido hialurénico (HA) néo-
animal, misturados, formando um gel consistente. Ambos 0s componentes sdo feitos de
moléculas de polissacarideos. (13)

O Deflux & amplamente utilizado para diafragmas acusticos, cicatrizacdo de feridas,
quadro tecido cartilaginoso, substrato para cultura de células e principalmente nos tratamentos
de refluxo vesicoureteral e incontinéncia urinaria. No entanto, cada seringa com 1 mL de
Deflux, custa em média mil dolares, o que torna sua aplicacdo muito dispendiosa.

Apesar da relatada alta taxa de sucesso, apds a correcdo endoscéopica do RVU com a
utilizacdo do Deflux, ha um déficit de literatura baseada em evidéncias a longo prazo. No
entanto, os dados escassos disponiveis demonstraram claramente que ha uma alta taxa de
recorréncia a longo prazo apds a injecdo do Deflux, o que exige uma observacao rigorosa das

conseqiiéncias deste procedimento. (13)
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O aumento da bexiga urinaria, utilizando diferentes métodos de construcdo da camada
muscular e urotelial, tem sido investigado com fins de introduzir modalidades mais adequadas
para enterocistoplastia.

A regeneracdo da parede da bexiga ocorre através de uma sequiéncia temporal de
infiltracdo celular, crescimento de vasos sanguineos e diferenciacdo in situ da mucosa, do
estroma e do parénquima. (18)

Uma biocompatibilidade apropriada e uma boa resisténcia mecéanica sdo fundamentais
para um modelo de agente de preenchimento. Além disso, este agente deve ser capaz de
estimular a adeséo entre as células, a proliferacdo celular e fornecer um design tridimensional
as estrutural. (19)

Em trabalho publicado em 2012, Kajbafzadeh et al., utilizaram a parede da bexiga
como um bioreator natural, preservando o urotélio e a camada muscular adjacentes ao agente
de preenchimento. Este agente de preenchimento por sua vez, preservando o tecido e se
portando como um arcaboug¢o complementar para a parede da bexiga. Apos seis semanas de
aplicacdo do agente de preenchimento, exames histopatoldgicos revelaram uma reacgdo
inflamatdria grave nas bexigas dos coelhos estudados. Além disso, foi observado um aumento
significativo de vasos apds as seis semanas. (18)

Muitos microorganismos tém a habilidade de sintetizar polissacarideos extracelulares.
(20)

Celulose pode ser produzida por Acetobacter xylinum e, possivelmente, por uma série
de outras espécies bacterianas, principalmente gram-negativas. Nesta bactéria, a celulose é um
exopolissacarideo que é excretado para o meio, onde rapidamente se agrega como
microfibrilas. (21)

Celulose bacteriana tem alta cristalinidade, alto grau de polimerizacao, alta resisténcia
a tracdo e alta hidrofilia, o que a distingue de outras formas de celulose.

Zoogloea sp. (cepa "Pernambuco™), quando cultivada em melago de agUcar, produz um
polissacarideo complexo. (22)

Patterson et al. mostraram que 0s principais monossacarideos encontrados na
exopolissacarideo celul6sico (CEP) produzida pela Zoogloea sp. sdo a glicose (87,6%), xilose
(8,6%), ribose (1,7%), manose (0,8%), arabinose (0,4%), galactose (0,1%) e &cido
glucurénico (0,8%) (20)

A primeira aplicacdo clinica de membranas de biocelulose produzidos por
microorganismo Zoogloea sp., em estado bruto, foi feito na Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UFRPE) para o tratamento de feridas em cdes. Os resultados sugerem um
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controle do crescimento de infecgdo e diminuicdo do tempo de cicatrizagdo, quando
comparado com o tratamento convencional (anti-séptico e pomada cicatrizante). (23,24)

Estudos de biocompatibilidade e citotoxidade da celulose microbiana produzida por
Zoogloea sp. foram feitos anteriormente, sendo autorizados para a pesquisa experimental com
fins de aplicagdo clinica. (25-28)

No presente estudo, foram utilizados coelhos como modelos experimentais, devido a
dificuldade em se reproduzir a técnica na bexiga de ratos ou camundongos, ja que estes
possuem uma bexiga de tamanho bem mais reduzido. Tal fato impossibilitaria saber
precisamente se uma &rea implantada por Deflux ndo estaria invadindo a area de implante de
biopolimero. (1)

Em estudo realizado em 2000, Gosling et al descreveram a correlacdo entre a estrutura
e a funcdo da bexiga urinaria de coelhos, onde sugeriram que a resposta fisioldgica vesical do
coelho, apds obstrucao parcial da bexiga, é similar a apresentada pelo humano, ratificando as
vantagens de se utilizar o coelho como modelo experimental. (29)

Embora haja diferencas no tamanho, na estrutura e em determinados tipos e subtipos
de receptores entre a bexiga do coelho e do humano, tem se utilizado a bexiga de coelho in
vitro, para estudos funcionais e farmacoldgicos a respeito da contracdo muscular lisa e da
permeabilidade urotelial, como um modelo alternativo a bexiga humana para a realizacdo de

investigacdes morfoldgicas. (30-33)
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1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo é investigar, na bexiga de coelho, a biocompatibilidade de
implantes de exopolissacarideo de celulose, produzidos pela Zooglea sp. comparad com 0s

efeitos do Deflux.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa Urogenital da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Por ter suas etapas iniciais
desenvolvidas na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), este trabalho foi submetido e
a Comissdo de Etica em Experimentacdo animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) e aprovado sob processo n°
23076.012767 / 2008-69 em 22/10/2008.

2.1 Gel do biopolimero

A producdo do gel do biopolimero foi realizada no Laboratério de Biopolimeros da
UFPE. O gel foi processado a partir de um exopolissacarideo obtido por sintese a partir do
melago de cana-de-acucar. A fermentacdo foi possibilitada pela presenca da bactéria Zooglea
sp. Posteriormente, através do processo de hidratacdo do exopolissacarideo, o gel foi obtido,
analisado e disponibilizado para o desenvolvimento da pesquisa.

Este material foi estocado em seringas plasticas acondicionadas em envelopes grau

cirargico, anteriormente selados e esterilizados.

2.2 Gel do Deflux

A obtencdo do gel do Deflux foi possibilitada no Brasil pelo representante comercial

da empresa Q-MED.

2.3 Populagéo do estudo

Foram utilizados como modelo experimental, 20 coelhos adultos da raca California,

com média de seis meses de idade. Na totalidade do experimento, foram utilizados nove
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animais no grupo G1 e onze animais no grupo G2. Para assegurar a que nao possuiam
qualquer doenga, os animais foram submetidos a exame clinico veterinario e colocados em
quarentena no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE) da UFPE.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas em ambiente com temperatura média de 23°C,
com ciclos de 12 horas claro / 12 horas escuro (controlados por um temporizador) e com
alimentac&o ad libitum, de acordo com as exigéncias do Codigo de Etica Experimental e as

leis de protecdo aos animais.

2.4 Diviséo dos grupos

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo o grupo G1, composto por animais
mortos trés dias apds a aplicacdo do implante (n=9), e o grupo G2, composto por animais

mortos trés meses apds a aplicacdo do implante (n=11).

2.5 Procedimento cirargico

Para a realizacdo do procedimento cirirgico, os animais foram anestesiados por
administragdo via intramuscular de 1mL de ketamina 25% 50mg, adicionado de 1 mL de
xilazina a 2%. Dessa solugéo, foi injetado 0.2mL por 100g de peso corporal do animal.
Durante todo o procedimento cirdrgico foi administrado oxigénio (0.5 ml/minuto) através de
mascara. Na etapa pos operatoria, foram administradas trés gotas via oral de dipirona sddica,
para a analgesia. As amostras foram coletadas através de incisdo abdominal mediana
longitudinal.

No procedimento cirargico era realizada uma incisdo abdominal de 10cm de
comprimento, para que fosse possivel a exterioriza¢do da bexiga. Logo em seguida era feita a
identificacdo do plexo venoso central (vaso longitudinal que divide anatomicamente a bexiga
em duas partes iguais), possibilitando um delineamento anatémico da bexiga em dois

segmentos, direito e esquerdo.
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2.6 Aplicacdo do implante

Para facilitar a realizacdo dos implantes e identifica-los ap6s a morte dos animais, foi
estabelecido entéo, que - tomando como referéncia o plexo venoso central - os implantes do
gel de biopolimero seriam feitos no lado esquerdo da bexiga (circulos verde, na figura), e 0s
implantes do gel de Deflux seriam feitos do lado direito da bexiga (circulos amarelos, na
figura). Dessa maneira, cada animal recebeu, no total, quatro implantes, sendo dois de gel de
biopolimero e dois de gel Deflux.

Os implantes foram injetados paralelamente na horizontal e como marcadores dessas
regides, foram colocados fios de prolene 4-0 (circulos pretos, na figura).

No fim do procedimento cirurgico, cada animal possuia um total de quatro implantes

(dois de biopolimero e dois de Deflux).

Figura 1: Esquema da padronizacdo das areas de implante dos géis de Biopolimero e
Deflux. No Centro, em vermelho, representacdo do plexo venoso central. Os circulos
amarelos representam os locais de implante do Deflux. Em verde, os locais de implante do
Biopolimero. Os pontos em negro representam segmentos de fios de sutura, deixados como

marcadores para a posi¢ao dos implantes.
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Figura 2: Aplicacdo do implante na bexiga do coelho. Em branco, a esquerda do plexo venoso

central, o gel.

2.7 Morte dos animais

A morte dos animais do grupo G1 foi realizada trés dias apds a aplicacdo dos
implantes do gel de biopolimero e do Deflux. Ao passo que os animais do grupo G2, foram
mortos 90 dias apds a aplicacdo dos respectivos implantes.

Os coelhos foram mortos por administragdo intracardiaca de Thiopentax sddico,

produzido pelo laboratério Cristalia-BR.

2.8 Procedimentos histoldgicos

2.8.1 Histoquimica
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As amostras foram fixadas em formaldeido 5% com 1% de glicerina. Durante 0
processamento histologico, as amostras foram submetidas a banhos crescentes de etanol para
desidratacdo do tecido, clarificadas em xilol e s6 entdo, eram emblocadas em parafina para
analises em microscopia optica. Utilizando um micrétomo Olympus CUT 4060, foram feitos
cortes de 5 pum de espessura.

Foram utilizadas laminas de vidro previamente silanizadas, para verificar a adesdo do
material.

Para assegurar a integridade dos tecidos, foi realizada a coloracdo de hematoxilina e
eosina (HE). Em seguida foram realizadas as técnicas histolégicas Weigert com prévia
oxidagdo, para identificar as fibras do sistema elastico, Picro-sirius Red e Tricrémico de

Masson para analise das fibras colagenas.

2.8.2 Imunohistoguimica

Em uma etapa subseqiiente foi realizada a técnica de imunohistoquimica utilizando o
anticorpo Monoclonal Mouse anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 1:700
(Invitrogen cat. n® 13-3900). Este anticorpo € um imunomarcador indicado para se estudar
células em proliferacdo em tecidos normais. Foi utilizado ainda, 0s anticorpos Mouse
monoclonal to Collagen 111 1:300 (abcam cat. n°® ab6310), Mouse monoclonal to Collagen |
1:100 (abcam cat n°® ab90395) e Mouse anti-actin smooth muscle (invitrogen cat. n°
080106).

Os cortes foram desparafinados por trés banhos sucessivos de xilol, por cinco
minutos cada, em seguida foram realizados banhos decrescentes de etanol (alcool absoluto,
alcool 90%, alcool 80% e alcool 70%) por trés minutos cada e, posteriormente, lavados em
agua destilada por um minuto, e, logo em seguida, lavados com tampao fosfato salino (PBS)
por dez minutos. As laminas foram incubadas em tampdo TRIS-EDTA, para a etapa de
recuperacdo antigénica por calor, em estufa a 60°C (overnight). As laminas foram ent&o,
retiradas da estufa, lavadas em trés banhos de PBS, por dois minutos cada e mergulhadas no
inibidor de peroxidase enddgena por dez minutos (20 mL de perdéxido de hidrogénio e 180
mL de metanol). Os cortes foram novamente lavados em trés banhos de PBS e

posteriormente foi realizado bloqueio dos sitios inespecificos utilizando solugdo de soro de
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cabra (histostastain — Pluss Kit Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent
A).

Os anticorpos priméarios (Monoclonal Mouse anti-PCNA e Mouse monoclonal to
Collagen 111) foram incubados por uma hora a 37°C. Em seguida foram feitos trés banhos de
PBS de 2 minutos cada. As laminas foram, entdo, incubadas com o anticorpo secundario
(histostastain — Plus Kit Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent B) por 20
minutos em temperatura ambiente em camera Umida. Ap6s lavagem com PBS (trés banhos
de 2 minutos cada) o material foi incubado com HRP- Streptavidin (histostastain — Plus Kit
Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent C) por 10 minutos e novamente
lavados com PBS (trés banhos de 2 minutos cada).

Foram realizados controles negativos substituindo o anticorpo primario por PBS/BSA
1%. A revelacdo foi feita com solucdo de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB)
(Zymed Laboratoérios, numero do catdlogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1% em H202,
lavados em agua destilada, desidratado em uma série crescente de etanol, diafanizados em

xilol e montados com Ethelan.

2.8.3 Reacdo guimica

Para a marcacdo de células em processo de apoptose, foi utilizado o kit de reacédo
quimica Click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging Assay (invitrogen cat n°® C10245).

Nesta etapa os cortes foram novamente desparafinados por trés banhos sucessivos de
xilol, por cinco minutos cada, em seguida foram realizados banhos decrescentes de etanol
(&lcool absoluto, alcool 90%, alcool 80% e alcool 70%) por trés minutos cada e,
posteriormente, lavados em &gua destilada por um minuto, e logo em seguida, lavado com
tampdo fosfato salino (PBS) por dez minutos. As laminas foram incubadas na enzima
tripsina, para a etapa de recuperacdo por digestdo enzimatica, em estufa a 60°C por 20
minutos. Em seguida, as laminas foram retiradas da estufa, lavadas em trés banhos de PBS,
por dois minutos cada. Uma lamina foi separada para controle positivo, recebendo somente
esta a DNase | por 30 minutos em temperatura ambiente (realizando a quebra do DNA para
fornecer uma reacéo positiva do TUNEL). Logo ap0s, todas as laminas receberam a solugéo
TdT (overnight em temperatura ambiente), determinando a etapa final da apoptose. No pos-
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overnight os cortes foram lavados em trés banhos de PBS/BSA 3% e em seguida foi
pipetada a solugdo de reagdo Click-iT (por 30 minutos em temperatura ambiente, protegido
da luz) onde o fluorocromo, se ligou na reacdo Tdt, acendendo a reacao.

Os cortes receberam mais um banho de PBS/BSA 3%, e em seguida foi pipetado o
Hoechst (por 30 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz) para a marcagdo de
todos os nucleos do tecido, facilitando a identificacdo do que era ou ndo marcagao positiva.

Ao final, os cortes foram lavados em dois banhos de PBS e as laminas foram

montadas com N-propil-galato e selada com esmalte incolor comercial.

2.9 Analise do material

As laminas foram analisadas em microscopia de luz através do microscépio Olympus
X51 (Toquio, Japdo), que possui uma camera digital (Olympus DP70, Toquio, Japéo)
diretamente acoplada, para a captacdo das imagens.

As imagens foram capturadas com a resolugéo de 2040 X 1536 pixels em formato

TIFF, com aumentos que variaram de 40X a 400X.

2.10 Densidade vascular

Essa densidade foi avaliada de acordo com um método previamente descrito para a
quantificagdo da densidade e desenvolvimento de microvasos em implantes in vivo (Melero-
Martin et al., 2007). Assim, imagens de cortes da parede da bexiga corados pelo HE foram
capturados com aumento de 200X e as imagens foram carregadas no software image J versédo
1.45 (national institute of health, dethesda, MD, EUA). Uma regido contigua de implante foi
entdo circundada e a sua area foi medida em seguida usando o plugin (cell counter) do image
J, todos os vasos contendo hemacias na luz foram contadas na regido circundada. A densidade
de microvasos foi entdo determinada dividindo-se 0 nimero de vasos pela area de implante, e
o resultado final foi expresso como nimero de microvasos por mm2. Em amostras de regides
normais da parede da bexiga, a densidade de microvasos foi avaliada na ldamina propria, que

foi definida como o tecido conjuntivo frouxo entre membrana basal urotelial e a borda interna
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da camada do detrusor. A densidade foi calculada como acima descrito, excetuando o fato de
que 0 numero de vasos era dividido pela drea (mm2) de uma regido contigua de lamina
prépria. Para cada animal, a densidade de microvasos foi calculada em cinco diferentes

regides circundadas e desses valores uma densidade média individual foi obtida.

2.11 Andlise estatistica

As médias de variaveis continuas foram comparadas usando o test t bicaudal enquanto
que scores foram comparados usando o teste de wilcoxon para duas amostras. Todos 0S
resultados numéricos sdo expressos como médiatdesvio padrao e a significancia estatistica foi
considerada quando p<0.05

O score inflamatdrio foi avaliado semiquantitativamente de acordo com um sistema de

score, como previamente descrito (Irani J. et al. 1997).

2.12 Andlise semiquantitativa

Para a analise semiquantitativa, foi utilizado um sistema de classificacdo (34), com o0s

seguintes scores:

0- Auséncia de infiltrado inflamatério

1- Infiltrados inflamatorios dispersos no estroma (sem nddulos linfaticos)
2- Nddulos linfaticos ndo confluentes

3- Grandes areas inflamatdrias com confluéncia de infiltrados inflamatérios
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3 RESULTADOS

Ap0s as injecBes na parede da bexiga, tanto os implantes de CEP quanto de deflux
estavam tipicamente localizadas entre o epitélio e a borda interna do detrusor, numa regido
que é em sua maior parte ocupada pela lamina prépria.

Nas amostras de G1, os implantes de CEP e deflux, foram estruturalmente
homogéneos e livres de células inflamatdrias ou vasos sanguineos (figs. 3 e 4). Por outro lado,
nas amostras de G2, com exce¢do de algumas areas, o CEP estava organizado como feixes
curtos que eram sugestivos de um tecido fibroso (fig. 6). Apesar disso, o implante de CEP
corou negativamente para colagenos tipos | e Il (figs.15 a 22), fibras elasticas, enquanto que
o tricromico de masson, ndo indicou a presenca de colageno (figs. 13 e 14). Em contraste, 0
tecido vesical normal adjacente era positivo para todos esses métodos de marcacdo. Os
implantes de CEP estavam invadidos por células semelhantes a fibroblasto, que eram
negativos para imunohistoquica de alfa-actina de musculo liso (fig. 23 a 26). Alguns poucos
infiltrados inflamatdrios foram observados nas areas de CEP, especialmente em torno de
vasos (figs. 7 e 8). Em contraste as areas de implante de deflux nas amostras do grupo G2
estavam fragmentadas, mas ainda eram homogéneas, e ainda ndo havia nenhuma célula nem
vaso sanguineo em seu interior (figs. 11 e 12). Havia um discreto infiltrado inflamat6rio em
torno dos implantes de deflux. Ele tinha um score inflamatério médio de 1.89, que nao era
significativamente diferente daquele do implante de CEP (2.33) (tabela 1).

O remodelamento e a integracdo tecidual dos implantes também foram avaliados por
meio de marcadores de proliferacdo celular e apoptose. Nos cortes de implantes de G1, a
marcacdo pelo PCNA estava principalmente restrita ao epitélio normal, especialmente em sua
camada basal (fig. 9 e 10), que é o padrdo esperado para esse tipo de tecido. Por outro lado,
nenhuma marcacdo foi detectada dentro ou em torno do implante. Cortes do grupo G2
mostraram as caracteristicas morfoldgicas gerais, como ja descritas (fig. 11 e 12). Dessa
forma o implante esta bem invadido por células semelhantes a fibroblasto e vasos sanguineos
enquanto que o CEP nédo remodelado restante era visto como ilhotas de um material
homogénio, circundadas por células inflamatorias. As células positivas para PCNA podiam
ser claramente percebidas dentro dessas ilhotas, dessa forma indicando um processo
inflamatdrio— proliferativo, em curso. Entretanto, no implante de CEP remodelado, embora
este possua muitas células e vasos sanguineos, havia pouca ou nenhuma reatividade para o

anticorpo para anti-PCNA. Trés dias apds os implantes, a marcacdo pelo tdnel ndo detectou
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células apoptoticas em torno dos materiais de CEP e deflux, assim como em &reas normais da
parede da bexiga (figs. 27, 28 e 31). No grupo G2, os implantes de deflux ainda estavam
negativos, mas em torno das areas de CEP algumas células positivas para a técnica do
TUNEL eram perceptiveis (figs. 29 e 30).

Para avaliar a neovascularizagdo nos diferentes materiais injetados, a densidade de
microvasos foi determinada por meio da contagem de vasos sanguineos em cortes dos
implantes. Em animais sacrificados trés dias apds as injecdes, os implantes de CEP e deflux
estavam essencialmente inalterados e ndo possuiam nenhum vaso sanguineo (Fig. 3 e 4). Trés
meses apos as injecdes, os implantes de deflux estavam ainda pouco alterados e nenhum vaso
era detectado no material injetado (fig. 8). Nos implantes de CEP de trés meses, entretanto,
muitos vasos sanguineos eram visualizados (fig. 7), e a sua densidade era de 23.86%5.48.
Como os implantes de CEP eram adjacentes a lamina prépria, nds também avaliamos a
densidade de microvasos nessa regido, mas em amostras obtidas de &reas normais da parede
da bexiga. Esses resultados mostraram que a densidade de microvasos na lamina propria
(41.51+11.19) era significativamente diferente (p<0.001) daquela no implante de CEP. Isso
também indica que embora ndo houvesse vasos sanguineos no CEP trés dias ap0s sua injecao,
aos trés meses a densidade de microvasos nesse implante ja representava aproximadamente

60% da densidade da ldmina prépria adjacente.

3.1 Avaliacéo histolégica geral

Gl

Observa-se que nos casos analisados trés dias apés a aplicagdo do implante tanto o gel
de Deflux quanto o gel de biopolimero, continuam inertes em meio ao tecido adjacente. Nao
ha presenca de infiltrados celulares ou de fibras da matriz extracelular no interior dos géis.
(Figs. 3e 4)



G2

Figura 4. G1: Biopolimero, coloracdo HE. Aumento de 100X
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Nos casos analisados trés meses apds a aplicacdo dos implantes, observa-se que o
Deflux permanece inerte, envolvido pelo tecido adjacente, porém sem sofrer alteracdes
importantes em relacdo ao caso de trés dias. (Fig. 5)

Quanto ao gel de biopolimero, nota-se uma grande integracdo deste com o tecido,
onde se vé a infiltracdo de células no interior do residuo do polimero. Nota-se ainda,

infiltrados linfocitarios. (Fig. 6)

Figura 5. G2: Deflux, coloragcdo HE. Aumento de 200X

Figura 6. G2: Biopolimero, coloragdo HE. Aumento de 200X
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3.2 Infiltrado linfocitario

Gl

Néo se observa a presenca de infiltrados inflamatoérios nos grupos analisados trés dias
apos a aplicacdo dos géis.

G2

Observa-se a presenca de grandes areas de infiltrado inflamatério ao redor do implante
do gel do biopolimero no grupo com trés meses (Fig. 7). No grupo Deflux (Fig. 8) essas areas

de infiltrado inflamatdrio se apresentam em menor quantidade. (Tabela 1)

Figura 7. G2: Deflux, coloragdo HE. Aumento de 100X
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Figura 8. G2: Biopolimero, coloracdo HE. Aumento de 40X

Tabela 1. G2: Score infiltrado inflamatorio

SCORE
Biopolimero 2.3
Deflux 1.8

3.3 Proliferacéo celular

Gl

Corroborando os resultados anteriores, percebe-se na marcacdo imunohistoquimica

anti-PCNA, que nos casos avaliados trés dias apds a aplicagdo dos implantes, ndo ha
proliferacdo de células no interior dos géis. (Figs. 9 e 10)
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Figura 10. G1: Biopolimero, imunomarcacdo para PCNA. Aumento de 200X
G2

Porém, quando comparamos 0s casos do grupo G2 - ap6s a implantacdo dos polimeros
- percebemos que ha significativa proliferacdo celular no interior do biopolimero, enquanto

que o gel Deflux, continua inerte no tecido adjacente. (Figs. 11 e 12)



Figura 11. G2: Deflux, imunomarcacéo para PCNA. Aumento de 200X

Figura 12. G2: Biopolimero, imunomarcacéo para PCNA. Aumento de 200X
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3.4 Masson

Figura 14. G2: Biopolimero, coloragdo Tricromico de masson. Aumento de 200X

3.5 Colageno 111

Tanto no grupo G1 quanto no grupo G2, ndo ha imunomarcacéo de fibras colagenas
do tipo Il no interior dos implantes. (Figs. 15, 16, 17 e 18)
Gl
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Figura 15. G1: Deflux, imunomarcacéo para colageno tipo I1l. Aumento de 200X

Figura 16.

G1: biopolimero, imunomarcacao para colageno tipo I1l. Aumento de 200X
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Figura 18. G2: Biopolimero, imunomarcacao para Colageno tipo I1l. Aumento de 200X

3.6 Colageno |

Assim como ocorre na imunomarc¢ao para fibras colagenas do tipo | no interior dos
implantes, ndo se observa diferenca entre os grupos G1 e G2 (Figs. 19, 20, 21 e 22)

34
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Gl

Figura 19. G1: Deflux, imunomarcacéo para Colageno tipo I. Aumento de 40X

Figura 20. G1: Biopolimero, imunomarcacgdo para Colageno tipo I. Aumento de 100X
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Figura 22. G2: Biopolimero, imunomarcacao para Colageno tipo I. Aumento de 100X
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3.7 Alfa-actina

Gl

Figura 24. G1: Biopolimero, imunomarcacao para alfa-actina. Aumento de 200X
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Figura 26. G2: Biopolimero, imunomarcacao para alfa-actina. Aumento de 200X
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3.8 Apoptose

Gl

Figura 27. G1: Deflux, reacdo quimica TUNEL (verde), e dapi (azul) para a visualizagdo de
todos os ndcleos. Aumento de 400X

Figura 28. G1: Biopolimero, reacdo quimica TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualizacao
de todos os nucleos. Aumento de 200X
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G2

Figura 29. G2: Deflux, reacdo quimica TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualizacao de

todos os nucleos. Aumento de 400X

Figura 30. G2: Biopolimero, reacdo quimica TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualiza¢do

de todos os nucleos. Aumento de 200X



Figura 31. Area de tecido normal, reacdo quimica TUNEL(verde), e dapi (azul) para a
visualizagdo de todos os nucleos. Imagem captada utilizando o DIC, para visualizacdo do
material de fundo. Aumento de 200X
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4 DISCUSSAO

Nos casos do grupo G1 (estudados trés dias apds a injecdo) tanto do CEP
(exopolissacarideo produzido a partir da cana-de-agicar) quanto do deflux (material de
preenchimento mais utilizado atualmente), nota-se que ndo ha alteracdes no tecido da bexiga.
Além disso, € evidente que ndo ha diferencas histologicas entre esses dois grupos apos os trés
dias de aplicagéo.

O grupo G2, por sua vez, revelou um padrdo histologico extremamente diferente, ao se
comparar 0s casos apés a aplicacdo do CEP e do deflux. O deflux neste grupo permanece
praticamente inalterado, e inerte, quando comparado com o grupo de G1, cumprindo sua
funcdo como agente de preenchimento, ja que permaneceu no local implantado, expandindo a
parede vesical.

Como néo houve alteragdes importantes no interior do implante do deflux, o estudo se
caracterizou por apresentar, em sua maioria, dados qualitativos referentes as alteracGes
ocorridas durante a integragdo do CEP ao tecido da bexiga, bem como sua evolucéo, desde o
ponto inicial (G1) até os trés meses apds a injecdo (G2).

No grupo G2, de trés meses, o implante apresentava invasdo celular, além de
neoformacdo de vasos, e o biopolimero em si havia sofrido um remodelamento. Essa Ultima
alteracdo pode ser atribuida a uma pequena secrecdo da matriz extracelular, e/ou a um certo
grau de degradacdo do biopolimero. Essa segunda alternativa se apoia no fato de que o CEP
possui residuos como os de xilose e acido glicurdnico (20), os quais podem ser degradados
por glicosidases do tecido hospedeiro. Porém, até os trés meses, ndo ha tempo para que haja
formacdo de fibras tanto do sistema elastico como colagenas no interior do tecido, mas
acredita-se que a neoformacao dessas fibras seja observada ao se estudar grupos com maior
tempo apos a injecdo dos polimeros.

Os resultados com o anticorpo anti-PCNA mostraram que, no grupo de trés dias, ndo
h& marcacdo dentro ou em torno do implante de CEP, o que é consistente com o fato de que
ndo ha ainda, nesse grupo, reacdo inflamatoria importante. Os resultados com o grupo de trés
meses, no entanto, sugerem que a integracdo do CEP no tecido vesical ja atingiu um certo
grau de estabilidade, pois no implante remodelado praticamente ndo havia reatividade para o
anticorpo anti-PCNA, enquanto que poucas células estavam em apoptose (quando marcadas
pela reacdo quimica TUNEL). Esses dados sugerem que, no CEP remodelado, o qual

consistiu a maior parte do implante aos trés meses, as reacdes celulares estdo estabilizadas,
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como na fase mais tardia de um processo cicatricial, e, portanto ndo deverdo mais haver
grandes alteracGes nesse material.

Ja que o grupo G2, que recebeu o CEP apresentou uma invasdo celular, bem como de
matriz extracelular, esses dados sugerem que houve uma melhor incorporacéo do biomaterial
ao tecido hospedeiro. Isso certamente facilitara para uma melhor estabilizagdo do polimero, o
que acarretara ainda, na diminuicéo do risco de migragdao do material para outros 6rgaos.

Deve-se levar em consideracdo, que nos principios considerados basicos para a
engenharia tecidual, o material de preenchimento deve induzir a formacao de um novo tecido
com matriz extracelular e formagéo de novos vasos estabilizados no local implantado.

Se neste processo de remodelamento, o implante for substituido integralmente pelo
tecido normal da bexiga (tanto matriz extracelular quanto formacdo de novos vasos), se
considerara entdo, o CEP, um agente de preenchimento ideal para a utilizacdo em casos

clinicos.
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que o CEP possui pouca imunogenicidade e se integra
melhor no tecido hospedeiro quando comparado ao deflux. Portanto o CEP deve ser um
material eficiente em casos em que a incorporacdo ao tecido € desejada como por exemplo em
estruturas de suporte na cirurgia de reconstrucdo. O CEP pode ser também um agente de
preenchimento eficiente se 0 seu remodelamento a longo prazo nédo resultar em redugédo de
volume. Embora o presente estudo ndo tenha observado dados de longo prazo nossos
resultados mostraram uma estabilizacdo da proliferacdo celular e da apoptose, no grupo de
trés meses, 0 que sugere que o implante de CEP ndo mais sofrerd um remodelamento

significativo.
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mean biagder capacity, voided volume and ¥egquancy were similsr
batween all silk groups (p>0.05) while average comgilance Increased
in ail augmenied animals refative to the control group.
CONCLUSIONS: Maniputstion of stuctural and mechanical
properties of sik scaffokds by adjusting gel-spinning fsbrication param-
elers io Include high ASR coupled with LYO PW reatment produces
matrices that support functional biaoder fissua regenaration i rodents
while maximizing the rafe of scaffold degradation.
Source of Funding: Tissue Enginerng Resource Cenfer,
NIBIB P41 EB0O2620 (Kapian), Children;s Hospital Boston
OfMcs of Sponsored Programs Support Tor Pliot Studes
(Estrada); Harvard Catalyst/The Harvard Chinical and
Transistional Science Center NIH ULY RR 025758 (Estrada)
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URINARY NEUTROPHIL GELATINASE-ASSOCIATED LIPOCALIN
(NGAL) IS A POTENTIAL NON-INVASIVE MARKER FOR RENAL
SCARRING IN PATIENTS WITH VESICOURETERAL REFLUX

Manabu jchino, Mamory Kusaka®, Htom/ Sasaid,
Takafiro Maruyama, Kiyohto Ishikawa, Ryolch! SHirokl,
Kiyoleka Hoshinaga, Toyoake Aichl, Japsn

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Renaf scarring Is 2 san-
ous compiication that often occurs asler chvonic n the
presence of vesicourataral rafiux (VURY). In our recent study, we estab-
lished a rat moded of renal scar formation afier baclertal infection. Using
this model system, we performed globat analysis of gene expression by
microamay and idendfiad NGAL as one of the most genas
following renal njury. The high levels of NGAL expression were sub-
sequantly confirmad at both f1e RNA and protein levels. In our present
study, we Investigated the wrinary NGAL levels in patients wilh child-
hood VUR and evaiusted s polenliaf usefuiness as a blomarker of
renal scaming.

METHODS: A iotal of 34 patients ciagnosed with VUR without
the evidence of cument unnary tract infection and 28 normal heaitty
chiloren were enrolied In this study. Renal scars were evalusted by a3
99mTc-DMSA renal scan in 24 of e VUR cases. Lrinary NGAL levels
were moriored by ImmunoSorbent Assay (ELISA).

RESULTS: In our initial analyses, e NGAL levels were meas-
wred In urine sampées from normal heslthy children. These levels were
found 1o be much higher In Infent donors of less than 1 year of age than
the reported normal levels (0.7-9.8 ng/mi). Even after the values wera
normalkzed with the urinary concentration of crealinine, the ratios wera
sifil hign In sampies from Infants. We next evalusied the urinary NGAL
concentration In 34 VUR cases and compared these levels with thosa
of nonmal controlis. We further normaitzed the NGAL/creatinine vaiues
to the age-spacific average. The urinary NGAL ievels were found fo ba
signiicangy high In the VUR group (p < 0.01). We turiher compared fha
wrinary NGAL levels In patients with and witiout renal scaming as
damonstrated by & 99mTc-DMSA renal scan. The presence of renal
scaming was obsarved 1o be significantly associaled with high NGAL
values (p < 0.005). We applied 3 cut-aff value of 1 and this allowed for
both high sensliiivity (38.5%) and high specificty (100%) and suggested
that high wrinary NGAL vaiues are diagnostic for fhe presence of renal
scamng (AUC of ROC curve, 0.847). Assays foc serum creatinine,
winary BMG and NAG are routine tests for evaluating renal funchion but
00 not pragict the presence of renal scaming.

CONCLUSIONS: Urinary NGAL levels are significantly higher
than normal In VUR patients with renal scaming without the evidence af
UTI. The estimation of urinary NGAL may thus ba useful 35 3 non-
Invasive disgnostic or prognoslic blomarker of renal scaring.

Source of Funding: None

APENDICE — Resumo do trabalho publicado no AUA.
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A NEW BULKING AGENT TO TREAT VESOURETERAL REFLUX:
AN EXPERIMENTAL STUDY

Francisco Sempalo, Lutz Cardoso, Henrigue Gormes,
Rio de Janelro, Brazs

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: The use of buidng
agents In Urology became very popular especiaily after the approval of
new agents suchs as Deflux. We presant the expermental rasulls of a

METHODS: Ten acult rabbits had the new agent injectad Info
the Diacder (submucosa) using a small abdoming incision. Three
points In esch hal of the biadder were Infected with 0.2mi of Deflux and
the same amount of CE.The snimsis were sacrficad after 3 and 90
days, Collagan and alastic Thers were evidencad using the Sirus red
ang Weigert's resorsin fuchsin stsining methods, respectively. Smoot
muscle cells were danfiad by Immunciabeling with smooth muscie

The censity of biood vessels was gssessed In oulined
areas of Injecled malerial or normal biadder wal using the ImagaJ
saftware and HE-stalned sactions, and was exprased 3s 8s mean=SD
number of biood vessels per mm2.

RESULTS: In 3-0ay sampies, Injected CE and Deflux were
located mostly under the lsmina propria and were structurally homo-
ganaous and free from Inflammatory cells or blood vesses. However, i
3-month sampies, with the exception of 3 few small areas, CE was
organized as short bundies, although the matesial stained weakly for
collagen and was nagative for elastic Mibers, in contrast 1o the sdjacent
fissue. CE areas were populated by fibroblast-fke cels, which were
negative for smooth muscle Immunotabsing Newly fomed bicod
vessals were aiso present in these areas, with a density 45.0=8.4,
wheraas In nomal biadders the value was 352:29 A few small
infiamenaiory Infilrales were observed in e CE arees, especially
around biood vessals. Deflux sress in 3-month sampies were frag-
mented but stil homogeneous and ree from cells or blood vessels.

CONCLUSIONS: The results obtained thus far indicale fhat this
biomaterial exhibits Bttie immunogenicily and Infegrates betler in the
hos! tissua as compared with Deflux. Therefore, CE should be an
efficient material when Incorporation !s desked, for example 3s 3
suppportive scafiold in reconsiruclive surgery. CE may still be an
effecive buking sgent If Its metabokzatin In the jonger term does not
Invoive reduction In volume.

Soarce of Funding: Source of Funding: FAPER.), CNPg
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DAMAGED MATRIX INCREASES NUCLEAR DNA
METHYLTRANSFERASE EXPRESSION IN BLADDER SMOOTH
MUSCLE CELLS

Jiexin Neng, Karen Atksn®, Tyfer Kirwan, Comelia Tolg,
Daris Bagil, Toronto, Canada

: Previously, damaged
mm(mm:eamragm)mmmumm
muscle calls (BSMC) (Herz et al, Joumal aof Uroiogy 2003). We sus-
pected that BSMCs undergo epigeneatic change, 8s BSMC phenotypa
does not aways revert back 1o normat upon retum o normal matrx in
vitro or after removal of obstruction In vivo. We hypothestze that
obstructive stimull (matrix and machanical sirain) Induce epigenatic
change, e.g DNA metyialon. Our cbjective was 1D see II! DNA
metnytation machinary (DNA methyliransiersses or DNMTS) Is Induced
by obstructive stimull; and if DNA methylation atfects growth In these
moadals.

METHODS: Primary BSMC (pessage 1-2) were cutured on
oenatured or nafive coltagan for 24 hours In low serum. Mechanical
sirsin of serum-starved BSMC was parormed on Flexcell 4000 Ten-
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ANEXO - Aprovacdo do presente trabalho no Comité de ética do Centro de Ciéncias

Bioldgicas da UFPE.

Anexo 2. Comité de Etica do Centro de Ciéncias Biolégicas da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av, Prof, Nclson Chavea, s/n
$0670-420 / Recife - PE - Ezasil
fenas: [5S Bl) 2126 8840 | 2124 835y

fax: (55 81) 2126 8350
o [ 'l:cb,uf:e br \
Recife, 22 de outubro de 2008

Oficio n°® 77/08

Da Comissao de Etica em Experimentagsio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Artur Eduardo de Oliveira Rangel

Aluno de Pos-Graduagao em Cirurgia - CCS

Professor orientador: Dr. Salvador Vilar Correa Lima

Universidade Federal de Permambuco

Processo n°® 23076. 012767 /2008 - 69

Os membros da Comissio de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “fmplante do gel do Biopolimero da cana-de-agtcar em bexiga de coelhos:
andlise histomorfométrica e estereoldgica *,

Concluimos que os procedimentos descritos para a ufifizaglo experimental dos animais
enconfram-se de acordo com a&s normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sfo adotadas como critérios de
avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9,605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questio do uso da animais para fins
centificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentals
realizados

Alenciosamente,

S /\wa@wrﬁww

Origem dos animais: Criadouro; Coelhos; Califémia;
Sexo: Machos; Idade: 120 dias; Numero de animais

i : i . Masia Taresa Janses
previsto no protocolo: 12 animais. s
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CCB: Integrar para desenvolver



