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Basilio, L. J. L. Estudo dos efeitos do estradiol sobre a reducdo da
inflamacdo miocardica causada pela morte encefalica [monografial. S&o

Paulo: “Centro Universitario Sdo Camilo”; 2018.

Evidéncias clinicas e experimentais ressaltam o grande impacto da morte
encefalica (ME) sobre a viabilidade do 6rgao a ser transplantado. Durante a ME
ocorrem diversas disfungbes hormonais, imunologicas e hemodinamicas,
comprometendo o 6rgédo a ser destinado ao transplantado, evoluindo para a
perda da funcdo, consequentemente tornando-o inviavel para o transplante. Os
horménios sexuais femininos participam da modulacdo da resposta inflamatéria
e reducdes agudas na concentracdo de hormoénios sexuais femininos podem
causar alteracdo em diversos sistemas, incluindo o imunolégico. Uma vez que
que o estradiol protege o sistema cardiovascular contra lesGes isquémicas,
inflamatdrias e metabdlicas. O objetivo deste estudo € investigar os efeitos do
tratamento com estradiol sobre a inflamacé&o do coracédo apds a inducdo da morte
encefédlica em ratas. A ME foi induzida em ratas Wistar anestesiados pela
insuflacdo de um cateter baldo implantado no espaco subdural, exceto nos
animais falso-operados (SHAM). Apés a inducéo da ME, os animais controle nao
receberam tratamento (grupo ME). Os animais tratados com estradiol foram
divididos em dois grupos, o grupo com tratamento apds 3h da inducdo da ME
(ME E3h) e o grupo 6h com tratamento continuo apés inducdo da ME (ME E6h).
Os marcadores de lesdo miocéardica foram analisados pela histologia, 0s
marcadores de resposta inflamatéria e as proteinas relacionadas a apoptose
celular foram dosados no soro ou em fragmentos de tecido cardiaco por imuno-
histoquimica ou ensaio-imuno-enzimatico. A ME provocou um pico hipertensivo
seguido de uma hipotensao, levando a uma instabilidade hemodinéamica. A
utilizacao de estradiol apds a inducédo da ME melhorou o quadro inflamatario,
diminuiu a hemorragia e infiltracdo leucocitaria no miocéardio. Além do mais, o
tratamento proporcionou o aumento da expressao da BCL-2 e diminuicdo na
expressdo da Caspase-3 no tecido cardiaco. Os resultados obtidos neste
trabalho mostram que a administracdo do estradiol, por 6h, reduz o dano
provocado pela ME.

Descritores: Morte encefélica, estradiol, inflamacao, ratas Wistar.



Basilio, L. J. L. Reduction of myocardial inflammation caused by brain death
with estradiol [monography]. Sdo Paulo: “Centro Universitario Sdo Camilo”;
2018.

Clinical and experimental evidences highlight the great impact of brain
death (BD) on the viability of the organ to be transplanted. During BD, several
hormonal, immunological and hemodynamic dysfunctions occur compromising
the organ at the point of function loss, consequently making it unfeasible for
transplantation. Sex female hormones participate in the modulation of the
inflammatory responses and acute reductions in its concentration may cause
changes in several systems, including the immune system. It is important to
notice that the estradiol protects the cardiovascular system against ischemic,
metabolic and inflammatory lesions. The goal of this study was to investigate the
treatment effects with estradiol on heart inflammation after brain death induction
in female rats. BD was induced in female Winstar rats anesthetized by inflating a
subdurally placed balloon catheter, except in false-operated animals (SHAM).
After brain death induction, control animals were not treated (BD). The animals
treated with estradiol were divided into two groups: the treatment group after 3h-
induction (BD E3h) and the 6h group with continuous treatment after BD induction
(BD E6h). Markers of myocardial injury were analyzed by histology, while
inflammatory response markers and proteins related to cellular apoptosis were
investigated in serum or tissue fragments by immunohistochemistry or
immunoenzymatic-assays, when appropriate. BD provoked a hypertensive peak
followed by hypotension, leading to hemodynamic instability. The use of estradiol
after BD induction has improved the inflammatory frame, decreased the
hemorrhage and leukocyte infiltration in the myocardial. Besides, the treatment
resulted in increased expression of BCL-2 and decreased expression Caspase-
3. The results obtained in this study show that administration of estradiol for 6
hours reduces the damage caused by BD.

Descriptors: Brain death; estradiol; inflammation; rats wistar.
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1. INTRODUCAO

Evidéncias clinicas e experimentais ressaltam o grande impacto da morte
encefalica (ME) sobre a viabilidade de um 6rgdo a ser transplantado
(PRATSCHKE et al., 2005; WILHELM et al., 2000). Embora o transplante
cardiaco tenha uma grande taxa de sucesso a qualidade do 6rgdo a ser
transplantado pode afetar o seu desempenho posterior. Durante a ME ocorrem
diversas  disfuncbes hormonais, imunoldgicas e  hemodinamicas,
comprometendo o 6rgédo a ser destinado ao transplantado, evoluindo para a
perda da funcdo, consequentemente tornando-o inviavel para o transplante
(MENEGAT, 2016).

1.1 Morte encefélica e suas consequéncias sobre o coracéao

Historicamente, em 1959 um grupo de neurologistas franceses
desenvolveu a primeira concepcdo de morte encefalica (ME), constatada pela
condicdo clinica em que se encontra um encéfalo morto em um corpo vivo, que
na época foi denominada como: coma dépassé. Apds quase 30 anos de
discussdes sobre esse tema foi criada, nos Estados Unidos da América (EUA),
uma comissao presidencial que definiu a ME como uma cessacao irreversivel
das funcdes circulatoria e respiratdria ou a parada irreversivel do funcionamento
de todo o encéfalo. Esses critérios sdo utilizados até hoje para se realizar o
diagnostico da ME (FREIRE, et al., 2012).

Durante a ME ocorrem diversas disfuncées hormonais, um aumento da
resposta inflamatéria  sistémica e instabilidades hemodinamicas,
comprometendo a viabilidade do 6rgdo (MENEGAT, 2016; SIMAS, 2012).

A ME decorrente de infarto, trauma ou hemorragia intracraniana, resulta,
na maioria das vezes, em aumento da pressao intracraniana seguida pela
instabilidade hemodinadmica ocasionada pelo aumento na concentragdo seérica
de catecolaminas (tempestade autonémica). As catecolaminas sao liberadas
pelas glandulas adrenais e terminagbes nervosas e causam uma fase
hiperdindmica caracterizada por hipertensdo, taquicardia, aumento da
resisténcia sistémica periférica e da pressdo do atrio esquerdo. Como

consequéncia, haverd um desbalango no consumo e disponibilidade de oxigénio



no coracao, ocorrera um dano isquémico, que € seguido de episadio hipotensivo,
em grande parte consequente a dilatagdo dos vasos (RECH, 2007). A
vasodilatacdo causara hipotenséo arterial, acompanhado por intenso estimulo
simpatico, ocasionando uma intensa vasoconstricdo, além de um aumento da
resisténcia vascular sistémica e taquicardia (NOVITSKY, 1987).

Nessa fase, a perfusdo dos 6érgaos periféricos diminui e, como
consequéncia da isquemia, do edema e da hipoperfusdo, observa-se o
desenvolvimento de resposta imunoldgica, envolvendo a inflamacé&o. O resultado
a maior expressdo de mediadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo, acompanhado pela infiltracdo de células imunes em
diversos 6rgaos, como coracao, pulmao, figado e rim (TAKADA et al., 1998; VAN
DER HOEVEN et al., 2003).

Segundo Roelsgaard et al. 1996, diversas mudancas hormonais e
metabdlicas importantes acontecem apoés faléncia hipofisaria em modelos
experimentais de ME e o metabolismo esta diretamente ligado ao processo
inflamatorio, portanto estas mudancas associadas aos eventos que precedem a
ME, como trauma e hemorragia, somam-se e aumentam a resposta inflamatoria.
Além disso, a reducao significativa da concentracdo de cortisol, associada a
interrupgéo da liberacdo de hormdnio adrenocorticotrofico pela hipofise anterior,
compromete a resposta endogena do doador ao estresse gerado pela morte
encefélica (CHEN et al., 1996).

A ME nao deve ser considerada uma situacdo estatica, mas sim um
processo dindmico que, de um modo direto e por multiplos mecanismos, pode
ter influéncia impactante na qualidade e viabilidade dos érgdos destinados ao
transplante (DOMINGUES-ROLDAN et al., 2009). H4 associacéo de alteracbes
hemodindmicas, neuro-humorais e imunolégicas, que colaboram com o
processo de deterioracdo da qualidade intrinseca do 6rgdo, e a lesdo de
isquemia e reperfusdo gerada é ampliada durante os procedimentos de
preservacdo e transplante (CHAMORO et al., 2009). Portanto, 6rgdos e
doadores com ME estariam imunologicamente ativados e com possiveis
alteracOes antes do transplante, o que interferiria no resultado, em comparacéo
aos orgaos provenientes de doadores vivos (BUGGE, 2009; PRATSCHKE et al.,
2005).



Em modelos experimentais a ME se da pela insercdo de um cateter para
0 aumento da pressao intracraniana atraves da trepanacao levando ao aumento
de neutréfilos na corrente sanguinea e expressdo de moléculas de adeséo
endotelial, causando aumento na migracao leucocitaria, ou seja, ocorre uma
resposta inflamatdria importante decorrente a ME (SIMAS, et al., 2012).

O estresse decorrente da ME resulta em lesbes organicas levando a um
influxo leucocitario ao 6rgdo tornando-os mais imunogénicos, ou seja, 0S
processos ocasionados pela ME contribuem para a deterioracdo da qualidade
intrinseca do 6rgao (D'IMPERIO, 2007; CHAMORRO et al., 2009).

A ME pode ser considerada uma sindrome inflamatoria e os efeitos sobre
os orgdos foi estudado inicialmente nos rins, por meio de bidpsias renais de
doadores em ME que apresentavam niveis mais elevados de moléculas de
adesdo, aumento na infiltracéo leucocitaria de linfocitos e citocinas do que nas
biopsias de rins de doadores vivos, indicando o estado inflamatério no érgéo
levando ao comprometimento dos mesmos a serem transplantados (SCHWARZ,
2017). Outros estudos demonstram que episodios de rejeicdo aguda de 6rgaos
transplantados sdo mais comuns e mais graves em Orgdos captados de
doadores com ME do que naqueles doadores vivos (RECH, 2007).

No coracgdo, a indugdo da ME conduz para uma reacdo hiperdinamica,
causando alteracdes ecocardiograficas, diminuindo isoenzimas miocardicas e
resultando em uma injuria histolégica. Essas consequéncias da ME estdo
associadas a alteracdo da expressao de genes do miocéardio, relacionados a
apoptose. Contudo, ha uma diminuicdo da expressao de proteinas anti-
apoptoticas, como a Bcl-2 (MAGALHAES, 2017). Advém também em particular
a ativacdo do receptor a-adrenérgico (SILVA et al, 2010; YEH JR et al., 1993). A
reducdo da funcdo cardiaca em doadores em ME pode ser gerada pelo
desequilibrio entre a demanda e o suprimento de oxigénio para o tecido
miocardico ou mesmo pela injuria direta causada pela liberagdo macica de
catecolaminas (HALEJCIO-DELOPHONT et al., 1998). Uma das principais
causas de morte apos o transplante cardiaco € a disfung&o primaria do enxerto,
cujo risco pode ser influenciado pelas caracteristicas do doador (MANGINI, et
al., 2015).



1.2 Estradiol, sistema imunolégico e inflamacao

Hibi et al. (20012) confirmaram que o género do doador é um dos fatores
que influenciam o resultado do transplante de 6rgdos e que a combinacdo de
género pode fazer a diferenca nas taxas de sobrevida do transplante (CURY;
CALDARELLI; TENUTA, 2015). No que se refere ao papel do estrégeno na
modulacdo da resposta imunoldgica, estudos apontam para a acdo protetora
deste hormonio, reforcando que o género feminino € menos suscetivel a
infeccbes que o género masculino (OBERHOLZER et al., 2000). Os esteroides
sexuais podem também exibir efeitos diretos sobre as células do sistema imune.
Estudos tém demonstrado a presenca de receptores do estradiol (ER - estradiol
receptores, ER-a e ER-B) em células leucocitarias, o que sugere que 0s
estrogenos podem ter um papel na regulacdo da imunocompeténcia (CURRAN
et al., 2001; CUTOLO et al., 1995; DOUCET et al., 2010; ERLANDSSON et al.,
2001; FISH, 2008).

O estradiol € um hormonio produzido, principalmente, pelas células
ovarianas e possui uma grande diversidade de acfes funcionais nos sistemas
biolégicos mediadas pela presenca de receptores (ER-a e ER-B) para esse
hormbénio. Existem abrangentes estudos que defendem os beneficios
antiinflamatérios do estradiol no sistema cardiovascular, impedindo o aumento
de marcadores inflamatérios e do estresse oxidativo. Na expressédo de moléculas
de adesao celular também é apresentada a influéncia hormonal, como fator
importante na diminuigdo de sua manifestacdo no endotélio, como a E-selectina
(Encotheliel selectin), a molécula de adesé&o vascular-1 (VCAM-1) e a molécula
de adesao intracelular-1 (ICAM-1), acarretando em mudanc¢as e diminuindo a
migracao celular de leucdcitos para os sitios inflamatérios (CUZZOCREA et al.,
2000; ESPOSITO et al., 2005).

O papel dos receptores ER-a e ER-[ foi avaliado em modelos deficientes
destes receptores. Os camundongos deficientes em ER-a e tratados com 17- (3-
Estradiol desenvolveram sinais clinicos agudos e graves, assim como lesées
histopatolégicas, mesmo na presenca de niveis altos de 17- 3- Estradiol. Em
camundongos deficientes em ER-3 houve auséncia de lesdes inflamatorias. Isto
demonstra que o efeito protetor do estradiol ocorre via ER-a e independente de
ER-B (SILVA, 2010).



Existe um crescente numero de investigacdes na participacdo dos
hormonios sexuais femininos em processos inflamatoérios (CHERNYSHOV et al.,
2002; JOOST et al., 2000; NIJBOER, et al., 2005; WILHELM, et al., 2000). Os
estrogenos nas mulheres mudam seus niveis circulantes em relacéo a funcéo
reprodutiva e diferentes niveis de exposicao afeta a imunidade. Quando as
concentracdes de estrogenos estao elevadas, tal como na gravidez, o estrogénio
inibe vias pro-inflamatorias Thl (TNF-alfa, IL-1 e IL-6) e estimula vias
antiinflamatorias Th2 (IL-4, IL-10, TGF-beta), descrito na figura 1. Em situacdes
fisiolégicas como na menopausa, niveis baixos desses hormonios estimulam
vias pro-inflamatdrias (TNF-alfa e IL-1) (DIAS, 2016).

Figura 1. Descricdo estrutural e ilustracdo da sinalizagdo do estrogénio.
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alternativa) e as setas verdes estéo representando via de sinalizacdo dependente de
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Estudos apontam que o estrogeno diminui a expressao de moléculas de
adesdo (VCAM-1 e ICAM-1), levando a diminuigdo do acumulo de leucocitos no
endotélio. Ja foi visto que monacitos, linfocitos T e B e neutrofilos expressam ER-

a, e na falta do estrégeno, essas células, estdo mais ativas, sugerindo um efeito



modulador do estrogeno sobre a atividade dessas células. Além disso, a
deficiéncia do estrégeno durante os primeiros anos da menopausa induz a
producédo de varias citocinas pro-inflamatoérias, como interleucinas (IL-6 e IL-1) e
a expressao de seus receptores (CEROVOLO, et al., 2007).

Uma das principais causas de morte ap0s o transplante cardiaco é a
disfuncdo primaria do enxerto, cujo risco pode ser influenciado pelas
caracteristicas do doador. Os registros da Sociedade Internacional para o
Transplante de Coracdo e Pulm&do demonstram que a ndo correspondéncia de
género entre doador e receptor € um dos fatores que impactam na sobrevida ao
transplante cardiaco, principalmente depois do primeiro ano apés o transplante
(DOUCET et al., 2010). A deficiéncia de estradiol foi associada com 0 insucesso
do transplante de rim em ratos (FISH, 2008).

Na avaliagcdo da inflamacdo pulmonar causada pela ME, Breithaupt-
Faloppa e colaboradores (2016) evidenciaram um quadro inflamatério mais
importante em fémeas, somado a reducdo aguda dos horménios sexuais
femininos, tendo em vista que os horménios sexuais femininos participam da
manutencdo da atividade funcional dos 6érgdos e sistemas, estes podem ser
considerados potenciais moduladores da inflamacédo ap6s a ME em individuos
do género feminino.

Experimentalmente, os dados revelam que as repercussdes do trauma em
fémeas sdo menos intensas do que em machos, 0s quais sob tratamento com
estradiol desenvolvem, a modo experimental, lesbes menos intensas (DEITCH,
2008). Em resultados recém-publicados, evidenciam alteracfes histoldgicas
inflamatorias no coracéo de ratas submetidas a ME, com aumento significativo
no numero de células polimorfonucleares e linfomononucleares quando
comparados aos ratos. Estes dados sugerem que a inflamagé&o gerada pela ME
possa ser exacerbada em animais do género feminino devido a queda abrupta
dos horménios sexuais, e que esses funcionam como moduladores da resposta
imune e, podem ser considerados potenciais moduladores dos eventos
desencadeados pela ME (SIMAO, et al., 2016).



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo € investigar os efeitos tratamento com estradiol

sobre a inflamacao no coracéo apés a indugédo da morte encefélica em ratas.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliacdo das alteracoes inflamatorias apds a morte encefalica;

e Avaliacdo das alteragBes histopatolégicas do coracdo apds a morte
encefalica;

e Avaliacdo da expressdo das moléculas de apoptose no coracdo apos

morte encefélica.



3. METODOS
3.1 Animais

Neste projeto de estudo foram utilizados 100 ratos Wistar fémeas SPF
com aproximadamente 60 dias, provenientes do Biotério Central de Ratos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP). Todos
0s experimentos foram realizados no Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM)
-11 da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e no Centro de
Cirurgia Experimental do Instituto do Coragao de Sao Paulo, onde os animais
foram mantidos a 23 + 2 °C, periodo de claro e escuro de 12 h, sem restricdes a
ingestdo de agua e racao, sendo que até a cirurgia foram mantidas de 3 a 4 ratas

por gaiola.

O atual projeto de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Coordenadoria de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo, n° de protocolo do projeto 036/16, SDC
4350/16/016. Os animais foram manipulados de acordo com as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA — 2013)

para o cuidado, manipulagéo e utilizacdo de animais de laboratério.

3.2 Protocolo experimental

Foram utilizados 100 animais, divididos em 4 grupos, monitorizados
durante 6h consecutivas, sendo que dois grupos receberam tratamento com

estradiol na velocidade de 2 mL/h.

e Grupo SHAM (falso operado): ratas na fase de estro e proestro do ciclo
estral submetidas a trepanacao, sem a morte encefalica,

e Grupo ME (morte encefalica): ratas na fase de estro e proestro do ciclo
estral submetidas & morte encefalica;

e Grupo ME EG6h: ratas em fase de estro e proestro do ciclo estral
submetidas a morte encefélica, tratadas com infusdo continua de

estradiol durante 6h a partir da confirmagcdo da morte encefélica.



e Grupo ME E3h: ratas em fase de estro e proestro do ciclo estral
submetidas a morte encefalica, tratadas com infusdao continua de

estradiol a partir de 3h apés a confirmacéo da morte encefalica.

Foi feito um organograma esquematico da linha de tempo (horas), onde estédo
evidenciados os momentos em que houve intervencdo. O periodo inicial
corresponde ao tempo de estabilizacdo (preparacao cirurgica). O tempo zero
indica 0 momento em que foi induzida a ME, pela insuflagdo do dispositivo
intracraniano (trepanacéo); os demais momentos representam o periodo em que
o tratamento foi instituido e no qual alguma coleta de material foi realizada para

analise (Figura 2).

Figura 2: Organograma do protocolo experimental adotado neste estudo.
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FO= falso operado; ME= morte encefdlica; E= estradiol; ME E3h= infusao do estradiol

apo6s 3h de ME; ME E6h= infusdo do estradiol no inicio da ME; MPO= mieloperoxidase
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3.3 Identificacao da fase do ciclo estral

As ratas foram selecionadas de acordo com a fase do ciclo estral em que
se encontraram maior concentracdo estrogénica (estro e proestro). A
identificacdo da fase foi realizada por esfregaco vaginal, com o auxilio de um
conta-gotas e solucao salina tamponada com fosfato (PBS) que foi introduzida
na vagina e o lavado vaginal (LV) retirado. Amostras do LV foram colocadas
sobre lamina de vidro e a seguir coradas em 5 pL de corante azul de metileno
(5%), e analisadas por microscopia Optica.

3.4 Anestesia

A anestesia foi realizada com a combinagéo de isoflurano e oxigénio
(FiO2) em camara fechada. Em seguida, as ratas foram submetidas a intubacéo
oro-traqueal (jelco 16G), integradas a um ventilador para roedores e mantidas
a FiO2 de 100 %, volume corrente de 10 ml/kg e frequéncia respiratoria de 70
ciclos/minuto. O esquema anestésico proposto esteve amparado com isoflurano
a 2 %. Os animais foram colocados em uma plataforma cirargica aquecida (37°
C) e a artéria carétida e a veia jugular interna direita foram canuladas. O cateter
da artéria foi ligado a um transdutor de presséo e a veia jugular foi utilizada para
infusdo continua de ciclodextrina (veiculo do tratamento com estradiol) em
solucéo (NaCl 0,9%) a 2 mL/h.

3.5Inducao da Morte Encefélica

Apés a exposicdo da calota craniana, fez-se uma perfuracdo total da
tabua 6ssea com uma broca esférica motorizada na regido parietal direita para
insercdo de um cateter de baldo (Fogarty® 4F). A morte encefélica foi induzida
pela infusdo rapida de 400 pL de NaCl a 0,9% no cateter Fogarty® e foi
confirmada por um pico hipertensivo, auséncia de reflexos, midriase bilateral e
apneia. O uso de isoflurano foi interrompido apés a constatacdo da ME e a

ventilagdo mecanica foi continuamente mantida.
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3.6 Tratamento

Um grupo de animais foi tratado com 17-B-estradiol (100 pg/kg,
intravenoso), continuamente e imediatamente apds a confirmacdo da morte
enceféalica por infusdo continua, utilizando como diluente (veiculo de infuséo) a

ciclodextrina em solucéo fisiologica, 2 mL/h.

3.7 Eutanasia e descarte dos animais

Os animais, ja em morte encefélica, foram eutanasiados através de

dessangramento pela aorta abdominal e foram incinerados.

3.8 Determinacédo das concentracdes plasmaticas hormonais

Ao término do periodo de 6 h de morte encefalica foram coletadas
aliquotas de sangue para execucao de dosagens de estradiol e corticosterona.
O sangue foi retirado da aorta por¢cdo abdominal e as concentracdes circulantes
dos hormdnios foram mensuradas utilizando kits de Imnoensaio enzimatico -
Elisa (USCN, EUA). Substancialmente foi executado o protocolo proposto pelo
fabricante.

3.9 Parametros hemodinamicos

Para a avaliacdo dos parametros hemodinamicos, a artéria carotida
direita foi ligada ao transdutor de pressao (P23XL, Viggo-Spectramed Inc.,
EUA), conectado a um sistema de multicanal de aquisicdo de dados biol6gicos
(Acgknowledge — Biopac Systems, Inc., EUA). Os parametros hemodinamicos

foram obtidos continuamente.
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3.10 Determinacdo do numero total e diferencial de leucdcitos

circulantes

As aliquotas de sangue de 20 pL foram obtidas da cauda dos animais
apos a anestesia. Foi utilizada uma pipeta automatica para coletar a amostra,
que posteriormente foi homogeneizada em diluente do proprio equipamento e
submetida a contagem automatica total e diferencial em analisador

hematoldgico automatico (BC-2800vet, Mindray, China).

3.11 Permeabilidade vascular

A determinagao da permeabilidade vascular para a avaliagao do edema
no coracao foi realizada por meio da técnica de determinagao da concentracao
do corante azul de Evans (AE), com base na metodologia descrita em Sirois et
al. (1988). Para tanto, 25 mg/kg do corante foram injetados por via intravenosa,
20 minutos antes do término do tempo de estudo da inflamagao induzida pela
ME (6 h). Os animais foram entao submetidos a eutanasia por dessangramento
da aorta abdominal. A remogéo do sangue intravascular no pulmé&o foi realizada
pela perfusao da artéria pulmonar com PBS e a seguir fragmentos do tecido
cardiaco foram removidos limpos e pesados. Um fragmento de cada tecido foi
incubado em formamida (4 mL/g de peso tecidual), a temperatura ambiente por
24 horas enquanto outro foi mantido em estufa a 37 °C por 3 dias consecutivos,
para determinagao posterior de seu peso seco. A densidade 6ptica (DO) das
amostras de AE extraido com formamida foi obtida em espectrofotdmetro
(VersaMax™ Tunable Microplate, Molecular Devices, EUA) em comprimento de
onda de 620 nm. A concentracdo de AE das amostras foi determinada com base
em uma curva padrao de absorbancia do corante. Os valores foram expressos

em ng de AE/g de peso seco de tecido.



13

3.12 Determinacdo da presenca de neutréfilos pela atividade da

mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) cardiaca sera analisada
com base na metodologia de Goldblum et al. (1985). Apds 6 h da inducdo da
morte cerebral os animais serdo submetidos a eutanasia. A cavidade toracica
sera exposta e os vasos da base do coracdo serdo perfundidos com 5 ml de
PBS por meio de uma canula inserida na artéria pulmonar. O coracéo sera
extraido e imediatamente congelado. Os tecidos coletados serdo pesados e
homogeneizados com 3 ml/g de tampéo fosfato pH 6,0 contendo 0,5% de
brometo de hexadecil-tri-metil-amonio (HTAB) e 5 mM de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) (gentleMACS™ Dissociator, Miltenyi Biotec, Alemanha).
As aliquotas serdo centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante colhido sera utilizado para mensurar a atividade de MPO. O
ensaio da atividade de MPO seré regido adicionando a placas com 96 pocos:
185 pl de tampéo fosfato pH 6.0, 50 pl de H202 (0,0005%), 50 ul de orto-
dianisidina (1,75 mg/ml) e 20 ul das aliquotas. Apds 10 minutos, a reacao sera
suspensa pela adicdo de 50 pl de azida sédica (1,3%). A avaliacdo sera feita
em espectofotdmetro (VersaMax™ Tunable Microplate, Molecular Devices,

EUA) com comprimento de onda de 450 nm.

3.13 Analise histopatolégica

Fragmentos do coracao foram fixados em solucéao de formaldeido (10%).
Os tecidos foram processados, emblocados em parafina, cortados e corados
com hematoxilina/eosina para andlise histopatolégica em microscopio Optico.
Analises morfométricas convencionais foram realizadas em um corte por animal
(n=5 por grupo). Os parametros investigados foram: infiltrado leucocitario, edema
intersticial e hemorragia. As andlises foram realizadas por dois observadores e

foram indicados escores de acordo com a intensidade das alteracoes.
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3.14 Imunohistoquimica para pesquisa de moléculas de apoptose

Apés exsanguinacdo pela aorta abdominal, o coragdo foi removido,
imerso em hexano sob nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. Foram
realizados cortes seriados de 8 pm e colocados em laminas de vidro
previamente revestidas com organo-silane (Sigma Chemical Co, EUA) e as
amostras, fixadas em acetona gelada por 10 minutos. As laminas foram lavadas
com solucédo tampao TRIS salina-tween (TBST), em seguida permeabilizadas
com TBST e triton X-100, subsequente a isso foi feito um bloqueio de sitios
inespecificos com tampéo de bloqueio (solucdo de albumina sérica bovina 1%
em TBST — TBST/BSA) e um bloqueio da peroxidase endogena (solugcédo de
H202 2). Para a imunodeteccdo de Bcl-2 e Caspase-3, 0s anticorpos
empregados foram policlonais anti-Bcl-2 (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e
anti-caspase-3 (Abcam Inc. Cambridge, MA, USA), na diluicdo de 1:50 e de
1:100 respectivamente. O anticorpo secundario empregado foi anti-
camundongo e anti-coelho, respectivamente, na diluicdo de 1:200, associados
a enzima peroxidase de rabano (HRP) (Millipore, Billerica, MA, EUA) por 2 h a
37 °C. As laminas foram incubadas com solucdo de substrato 3-amino-9-AEC
por 5 a 10 min e contra-coradas com hematoxilina. Para o controle negativo as
amostras foram incubadas com PBS, sem a presenca de anticorpos.

A captacdo foi realizada através de sistema de aquisicdo de imagens com
camera digital DS-Ril (Nikon, Japao), conectado ao microscopio de
fluorescéncia (Nikon, Japédo) e a analise sera feita com auxilio do software NIS-

Elements-BR (Nikon, Japao).

3.15 Analise dos resultados

Os dados das amostras foram submetidos ao teste de andlise de
variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey para multiplas comparacoes.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism Software
v.5. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM).

Valores de P < 0,05 foram considerados como significantes.
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4. RESULTADOS

Com finalidade a de constatar os efeitos do estradiol em ratas submetidas
a morte encefélica, foram feitas avaliagdes dos parametros funcionais, celulares,

estruturais e hormonais nos distintos grupos experimentais.
4.1 Dosagem da concentracao sérica de estradiol e corticosterona

Os resultados da quantificacdo da concentracdo de estradiol mostram um
aumento nos grupos ME E3h e ME EG6h indicam a indugdo do tratamento
proposto para este estudo. Na quantificacdo de corticosterona, os resultados
obtidos em dosagem de amostra de soro indicam que 0s grupos submetidos a
ME apresentam uma redugdo significativa na concentracdo de corticosterona
(Figura 3).

Figura 3. Concentragdes séricas de estradiol (pg/mL) e corticosterona (pg/mL). As

amostras foram coletadas antes da indu¢cdo da morte encefalica, apos 3 e 6 h.
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continua de estradiol durante 6h a partir da confirmacgdo da morte encefalica.

Teste analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey "P < 0.05 em relagdo aos

respectivos valores iniciais.
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4.2 Efeitos da morte encefalica sobre a presséo arterial

A partir da técnica do cateter de microcondutancia foi feita a mensuracéo
da pressao arterial. Antes da inducéo da ME n&o houve diferengas significativas
da presséo arterial entre 0s grupos experimentais. Apos alguns minutos da
inducdo a ME, observa-se o0 pico de hipertensdo arterial seguido de uma

hipotensao arterial, caracterizando a ME (Figura 4).

Figura 4. Pressédo arterial média de ratas submetidas ou ndo a morte encefalica,
monitorizadas do momento da inser¢cdo do cateter (0) até o término do periodo

experimental (6 h).
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infusdo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacdo da morte encefélica; ME E6h= grupo com infusdo

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmag&o da morte encefalica.

Os dados representam a média £ EPM de 8 animais por grupo. Teste andlise de variancia

(ANOVA) com pos-teste de Tukey "P < 0.05 em relagao aos respectivos valores iniciais.
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A avaliacdo do leucograma pela contagem automatica total e diferencial

em analisador hematolégico automatico mostra que o numero de células/mm3

apresentou diferenca significativa entre os grupos avaliados. O grupo ME

apresentou maior valor quando comparado aos grupos que receberam estradiol.

Houve diferenca significativa entre os grupos, quando comparado ao grupo ME

(tabela 1).

Tabela 1. Leucograma de ratas submetidas ou ndo a morte encefélica,

monitorizados do momento da insercdo do cateter (inicial) até o término do

periodo experimental (6 h).

Tempos | Total de leucdcitos | Linfocitos por mm3 | Granul6citos por mm?3 | Mondécitos por
por mm?3 mm3
SHAM
Oh 11180 £ 1153 6580 + 528,9 4200 + 765,4 400 + 65
3h 252445 + 3181,4%¢ 4566,7 £ 816,7¢ 19733,3 + 2361,9* 944,4 +129,2%¢
6h 18050 + 4472 3987 £ 627,2¢ 13425 + 3736,5¢ 637,5+182,2
ME
Oh 10918 £ 973,6 5936,4 + 487,2 4536,4 + 534,5 4455 + 47,4
3h 12762,5 £ 2311,3 2562 £ 408,49 8237,5 £ 2224 387,5+89,5
6h 18636,4 + 3016,1¢ 4600 + 622,6 13381 + 2374,4 654,5 £ 131
ME 3h
Oh 9825 +1471,4 5475 + 934 4012,5+571,8 337,5+80
3h 8416,7 £ 1549,9 2714,3 £ 402,60 8971,4 + 3318,6 328,6 +122,9
6h 7312,5 +£1064,8t 3150 = 358,1¢ 3925 £ 708,6t 237,5 £ 37,5t
ME 6h
Oh 11357,1 £ 980,5 6385,7 £ 707,6 4542.8 + 404,6 428,6 42,1
3h 11114,3 £ 968,4 3228,6 £ 387,7¢ 7500 +672,9 385,7 £93,7
6h 10757,1 £ 1972,3 34429 + 463,49 6900 * 1595,2 414,3+73,8
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefalica; ME E3h= grupo com infusdo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacédo da morte encefalica; ME E6h= grupo com infusao

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmacédo da morte encefalica.

Teste analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey "P < 0.05 em relacdo aos
respectivos valores iniciais. TP < 0,05 em relagdo aos valores 6h dos grupos Sham e ME. ¢P <

0,05 em relacéo aos respectivos valores iniciais

4.4 Determinacédo da atividade da mieloperoxidase no coragao

Para avaliarmos a presenca de neutréfilos, através do espectrofotbmetro,
foi quantificada a atividade da mieloperoxidase (MPO), ndo foi identificado

diferenca entre os grupos (Figura 5).

Figura 5. Atividade da mieloperoxidase no coragao em ratas submetidas a morte

encefélica.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infusao continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacao da morte encefalica; ME E6h= grupo com infusao

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmacgdo da morte encefélica.

Teste andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey:
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4.5 Determinacédo da permeabilidade vascular

Os dados deste experimento demonstram que ndo tem diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 6).
Figura 6. Determinacdo da permeabilidade vascular para avaliacdo do edema no

coracao.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefalica; ME E3h= grupo com infuséo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacao da morte encefélica; ME E6h= grupo com infusédo

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmagdo da morte enceféalica.

Teste analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey.
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4.6 Expressao tecidual de Bcl-2

ApoOs a técnica para imunodeteccao, foi possivel observar um aumento
significativo da expressédo tecidual de Bcl-2 no grupo ME E6h, quando
comparado ao grupo ME. N&o houve diferenga significativa entre o grupo ME

E3h, quando comparado ao grupo ME (Figura 7).

Figura 7. Efeito do tratamento com estradiol na expresséo tecidual de Bcl-2 em

ratas submetidas a morte encefalica.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infusdo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacao da morte encefélica; ME E6h= grupo com infusédo

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmagdo da morte encefalica.

Teste analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey "P < 0.05 em relacdo aos

respectivos valores iniciais.
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4.7 Expressao da Caspase-3

Os dados deste experimento mostram que houve um aumento da
expressdo da caspase-3 no grupo ME e houve uma diminuigéo significativa no
grupo ME E6h, quando comparado ao grupo ME. (Figura 8).

Figura 8: Efeito do tratamento com estradiol na expresséo tecidual de Caspase-3

em ratas submetidas a morte encefalica.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infusdo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacédo da morte encefélica; ME E6h= grupo com infusdo

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmagdo da morte encefalica.

Teste analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey "P < 0.05 em relacdo aos

respectivos valores iniciais.
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4.8 Analise histolégica do coracéo

Por microscopia de luz foi feita a analise histologica do coracéo e os dados
mostram uma diminuigdo significativa entre 0s grupos tratados quando
comparado ao grupo ME. Por sua vez, houve uma diminui¢cdo significativa da

hemorragia no grupo ME E6h, quando comparado ao grupo ME (Figura 10).

Figura 9. Anélise comparativa do numero de leuc6citos nos grupos tratados ou

ndo apos a morte encefélica.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infus&o continua
de estradiol a partir de 3h apés a confirmacao da morte encefalica; ME E6h= grupo com infusao

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmagdo da morte encefalica.

Teste andlise de varidncia (ANOVA) com pos-teste de Tukey. 'P < 0.05 em relagdo aos

respectivos valores iniciais.

A) Representacdo grafica da comparacao de infiltrado leucocitarios entre os grupos
tratados ou ndo apds morte encefalica e o grupo sham.
B) Corte histoldgico do coragdo evidenciando leucécitos (setas). Coloracdo H&E. Para as

fotos foi utilizado a objetiva de 40x.
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Figura 10. Analise comparativa da hemorragia nos grupos tratados ou nao apés a

morte encefalica.
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SHAM= grupo falso operado; ME= grupo morte encefélica; ME E3h= grupo com infusdo continua
de estradiol a partir de 3h apds a confirmacdo da morte encefélica; ME E6h= grupo com infusdo

continua de estradiol durante 6h a partir da confirmagéo da morte encefalica.
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Teste analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey "P < 0.05 em relagdo aos

respectivos valores iniciais.

A) Representacdo grafica da comparacao da hemorragia por mm?3 em grupos tratados ou
néo apos a ME e o grupo sham

B) Fotomicrografia de corte histolégico do coragdo, evidenciando a presenca de hemorragia
(setas) nos diferentes grupos experimentais. Coloracdo de H&E. Para esta foto foi

utilizada a objetiva de 40x.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi utilizado modelo de morte encefalica com inducéo por
meio da insuflagé@o rapida de um cateter de baldo no espacgo intracraniano. Em
consequéncia, h4 aumento da pressdo intracraniana, ativagdo simpéatica,
seguida de liberacdo aguda de catecolaminas, instabilidade hemodinamica e
hipertensao transitoria e esta de acordo com os achados da literatura (FODSTAD
et al., 2006; WEYMANN et al., 2013; BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2016;
MAGALHAES, 2017). Ainda de acordo com outros autores, apds cessar a
intensa atividade autondmica ocorre uma perda do tdnus simpatico com uma
vasodilatacao, resultando na hipotenséo e bradicardia, conforme foi visto neste
estudo também (D'IMPERIO, 2007; COOPER, NOVITZKY, WICOMB, 1998;
WESTPHAL, et al, 2012).

A vasoconstricdo transitoria causa diminuicdo da perfusdo tecidual e
ativacdo da resposta inflamatéria com aumento da expressdo de moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1) e reducao dos niveis séricos de corticosterona
(SIMAS et al., 2012). Estes autores, descrevem que o infiltrado e a expressao de
moléculas de adesao leucocitaria estd associado a reducdo dos niveis de
corticosterona. A reducdo na concentracao sérica de corticosterona € resultado
da ruptura do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal pela morte encefalica,
desencadeando uma inflamacdo sistémica. Nossos dados apontam também
para reducao da concentracdo de corticosterona apos a morte encefélica.

Em um estudo de perfil imunoldgico dos possiveis doadores de 6rgdos em
estado de ME, Mello (2009) demonstrou que ha aumento na concentracao sérica
de citocinas, tais como a IL-6 (interleucina pré inflamatéria secretada por
linfécitos T), IL-4 (interleucina que induz a diferenciacédo de linfécitos) e IL-5
(interleucina que induz a secrecdo de imunoglobulinas). Ocorre também a
liberacdo de quimiocinas, além do aumento da expressdo de moléculas de
adesdo, determinando o recrutamento de leucocitario para os tecidos de
diferentes orgaos (CYPEL et al., 2011).

Wilhelm e colaboradores (2000) descreveram que a inflamacdo no
coracdo de doadores com ME pode acelerar o processo de rejeicdo do 6rgéo.

Diversos estudos demonstram a influéncia dos hormonios sexuais

femininos na expressao de moléculas de adesédo por leucocitos circulantes
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(CHERNYSHOV, 2002; FERREIRA, 2016). Breithaupt-Faloppa e colaboradores
(2013) demonstraram que a administracdo de estradiol em ratos machos, em
modelo de isquemia e reperfusédo intestinal, reduz a migracéo leucocitaria e a
expressao das moléculas de adesao. O estradiol liga-se a receptores classicos
presentes no sistema cardiovascular. Esses receptores sdo encontrados no
endotélio e na musculatura lisa (NOVELLA et al., 2012). A morte encefélica em
ratas resulta na reducdo aguda das concentracdes de hormoénios sexuais
femininos. Breithaupt-Faloppa, e colaboradores (2016) demonstraram que 0s
pulmdes de ratas exibem, apds a inducdo da ME, uma quantidade maior de
células polimorfonucleares em comparacdo aos machos, indicando maior
inflamacé@o pulmonar em ratas paralelamente a reducdo na concentracdo de
horménios sexuais femininos. A inflamacéo esta associada com o aumento da
expressao de moléculas de adeséao e citocinas, o estradiol diminui a expressao
das moléculas de adesao (ICAM-1 e VCAM-1), levando a diminuic&o do infiltrado
leucocitario no endotélio (SALTIKI et al.,, 2007; TOSTES et al., 2003), como
podemos observar em nossos estudos.

Conforme Simas et al. (2012) e Menegat (2016) ratos machos possuem
uma leucopenia evidente apés a indu¢cdo da ME. O que ndo € evidenciado em
ratas. O tratamento com estradiol, apdés a inducdo da ME, demonstrou uma
diminuicdo no numero de granuldcitos circulantes, mas ndo uma leucopenia,
evidenciando seus efeitos sobre a inflamacédo, assim como descrito por
Breithaupt-Faloppa e colaboradores (2016). Xing e colaboradores (2004)
indicam que o estradiol possui um efeito na regulacdo de granulécitos e que
mecanismos relacionados com ER-dependente estdo presentes na inibicdo da
guimiotaxia de neutréfilos. Também € importante mostrar a relacdo entre o
estradiol e seus efeitos moduladores no sistema cardiovascular. Estudos
demonstram que a incidéncia de doencas cardiovasculares nas mulheres em
pré-menopausa é menor que nas mulheres apos a menopausa (CURRAN, 2001;
DOUCET, 2010; ERLANDSSON, 2001; FISH, 2008; RAJU, 2008;). Outros
estudos demonstram os efeitos benéficos, como o efeito cardioprotetor, da
administracao do estradiol ou agonistas de receptores ER que Sdo expressos em
cardiomidcitos (DEITCH, 2010; YU, et al., 2005).

Com a sua modulag&o sobre o sistema imune, o estradiol regula o niumero

de neutrdfilos, a quimiotaxia, a mieloperoxidase e a indugdo por citocinas pro-
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inflamatorias (KHAN, AHMED, 2016). A avaliacdo da atividade de
mieloperoxidase permite quantificar indiretamente a presenca e/ou ativagao de
neutrofilos no tecido (NEKRASOVA, SHIRSHEV, 2013; REUMAUX, et al., 2003).
HSU et al. (2013) indicam que o tratamento com estradiol diminui as
consequéncias do trauma hemorragico, pela reducao da apoptose, da atividade
da MPO e da quantidade de mediadores inflamatérios, porém, em nosso estudo
nao houve diferenca na atividade da MPO entre os grupos. Ferreira (2016) indica
que ratas, apos a ME, apresentam um aumento na atividade da MPO, indicando
que a queda abrupta do estradiol e a ME agrava o quadro inflamatério. Um
estudo recente mostrou que o estradiol € eficaz em reduzir a expressdo de ICAM-
1, levando a diminuicdo do infiltrado inflamatério (SOUSA, 2017), assim como
podemos observar no nosso estudo com a diminuicéo do infiltrado de leucécitos
para o tecido cardiaco.

A piora funcional e deterioragdo dos enxertos para o transplante, de
maneira geral, estd interligado a morte celular causada pela apoptose. Em
consequéncia da resposta inflamatoria sistémica observada na ME (LOPEZ, et
al., 2008). Em um estudo clinico. Adrie et al. (2010) demonstram que pacientes
que sofreram ME, apresentam um namero maior na expressado de genes pro-
apoptoticos. Neste estudo observou-se a expressao de proteinas relacionadas a
apoptose, com aumento da expressdo da caspase-3. Por outro lado, houve a
diminuicdo da expressdo de proteinas anti-apoptéticas como a Bcl-2, como
também havia mostrado Lopez et al. (2008).

Observamos que o tratamento com estradiol continuo, no grupo ME E6h,
diminuiu a expressao da caspase-3 e um aumento na expressao da Blc-2. De
acordo com Jover et al. (2002) e Patten et al. (2004), o estradiol favorece um
bloqueio na ativacdo da caspase-3, exercendo a funcdo de prevencdo da
ativacao apoptotica e o aumento da expressao da Bcl-2. Esse aumento da Bcl-2
acontece, pois a Bcl-2 atua para combater a morte celular, inibindo os radicais
livres e suprime a ativacao de caspases (DUBAL, et al., 1999).

Siméao e colaboradores (2016) evidenciaram que ratas ovariectomizadas
gue sofreram ME apresentaram maior hemorragia nos orgaos, devido a reducao
do nivel de estradiol. Estudos recentes mostram que ratos machos, apos a ME,
gue sofreram administracao de estradiol, apresentaram uma melhora no quadro

hemorragico pulmonar (VIEIRA, 2018). Neste estudo, também observamos a
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presenca de hemorragia no grupo com ME, porém nos grupos tratados houve
diminuicdo, o que reforga o papel do estradiol na diminuigdo da inflamag&o.

Os dados apresentados neste estudo mostram que a ME é uma condicéo
sistémica que estéa relacionada ao dano organico. Até o presente momento, 0s
estudos ainda ndo deixaram claro qual a melhor estratégia para reduzir a
instabilidade hemodinamica ocasionada pela ME. Como demonstrado neste
estudo, o tratamento com estradiol € um método de manejo facil, capaz de
melhorar a deterioracdo pela ME, bem como diminuir a apoptose, hemorragia e

a atividade inflamatoéria.



30

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, a administracao do
estradiol provoca uma melhora na resposta inflamatoéria de animais submetidos
a ME, sendo que, o tratamento por 6h resultou em um aumento da expressao de
proteinas relacionados a inibicdo da apoptose celular, levando a uma diminuicao
na expressao dos proteinas pré-apoptéticos, além de diminuir o quadro

hemorragico no tecido cardiaco.
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8. ANEXO

S3o Paulo, 02 de junho de 2017,

[mo Sr.
Dr. Eduardo Pompeo
Coordenador da Comissiio de Etica no Uso de Animais

HC-FMUSP
Prezado Doutor,

Venho por meio desta, solicitar a inclusio da aluna Larissa Juliana de Lima Basilio no
protocolo de pesquisa n® 036/16, intitulado “Estudo dos efeitos da morte encefilica sobre a
inflama¢fio e a funglio cardiaca em ratas: tratamento com estradiol®, cuja aprovagio data de
27/04/2016. Ressalto que a aluna serd responsdvel pela execuglio de parte das andlises previstas,
especificamente andlise histopatologica e Imunchistoquimica para pesquisa de moléculas de adesdo.

Com meus protestos de estima e consideragdo, despego-me.

Atenciosamente,

Prof. Dra. Paulina Sannorhiya
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