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RESUMO

MATA, K.M. Participacao das Metaloprotinases 2 e 9 no desenvolvimento de
Aneurismas da Aorta Abdominal em ratos Wistar, 2008. 100f. Dissertacao
(Mestrado). Departamento de Patologia — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, 2008

A degradacao da matriz extracelular e de proteinas da parede aértica associada a
inflamacéao € uma das principais caracteristicas dos aneurismas da aorta abdominal
(AAA). O objetivo deste trabalho foi investigar a participacdo das metaloproteinases
2 e 9 na formacao de AAAs, através de um modelo experimental inédito de inducao
de AAA em ratos Wistar, desencadeado por duas potenciais causas de secrecéo e
ativacao de MMP-2 e 9: alteracdo do fluxo sanguineo e lesdo vascular externa na
aorta. A formagdo de aneurismas foi observada em 60%-70% dos animais,
apresentando didmetro de 7 a 8 vezes maior que o didmetro normal da aorta.
Histologicamente observou-se remodelamento, intensa resposta inflamatoria,
destruicdo macica de fibras elasticas e aumento da sintese de colageno na parede
aodrtica. A expressao de ambas as formas de MMP-2 foram observadas tanto nos
AAAs como nos grupos controles, neste com menor atividade, entretanto a
expressdao da pré6 e da MMP-9 ativa foram encontradas apenas nos AAAs.
Conclusdo: Nossos resultados sugerem que tanto as MMP-2 quanto as MMP-9
apresentam importante papel no desenvolvimento de AAA e este novo modelo de
inducdo de AAA, pode ajudar a elucidar os mecanismos que desencadeiam a

secrec¢ao e ativacdo das MMP-2 e MMP-9 na formacéo de aneurismas.

Palavras chaves: Aneurisma, lesdo vascular, estenose, fluxo turbulento, MMP-2,
MMP-9, remodelamento vascular.



ABSTRACT

MATA, K.M. Participation of Metalloproteinases 2 and 9 in Developed of
Aortic Abdominal Aneurysms in Wistar Rats. 2008. 100f. Dissertation (Master
Science Degree). Department of Pathology - School of Medicine of Ribeirdo Preto -
University of Sdo Paulo, 2008
Degradation of extracellular matrix and proteins associated with inflammation of the
aortic wall is the main characteristics of the abdominal aortic aneurysms (AAA). The
aim of this study was investigate the participation of Metalloproteinase 2 and 9 in
AAA formation in Wistar rats. A novel experimental model of AAA was developed,
providing two potential causes of MMPs secretion and activation, turbulent flow
(caused by surgically induced extrinsic stenosis) and outside vascular injury is
detailed described. The days analyzed were the 3 and the 7™ post surgery.
Aneurysms were observed to occur in 60-70% of the Group AAA, exhibiting a major
transversal diameter to 7 from 8 times larger than controls and sham groups.
Histologically, the aneurysms wall showed extensive structural remodeling, intense
inflammatory response, massive elastic fibers destruction and abundant collagen
deposition. Increased pro- and active MMP-2 was demonstrated in the AAA and
controls groups, whereas pro- and active MMP-9 were found to be expressed only in
the AAA group. Conclusions: MMP-2 and MMP-9 may have a pivotal role in the
development of experimental AAA. This model can help to elucidate the mechanisms
which trigger off MMP-2 and MMP-9 secretion and activation causing aneurysms.

Keywords: Aneurysm, injury, stenosis, turbulent flow, MMP-2, MMP-9, vascular

remodeling.
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1. INTRODUCAO
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1.1. Definicao

Aneurismas da aorta abdominal (AAA) representam um dilema terapéutico
para aqueles que cuidam de pacientes com doencas vasculares. O seu
desenvolvimento tem despertado grande interesse, porque os atuais programas de
controle e vigilancia tém sido insatisfatérios (CHENG et al., 2006; GOLLEDGE et al.,
2006). AAAs sao definidos como uma doenca degenerativa crénica na parede da
aorta, sendo caracterizado por predominante enfraquecimento e dilatacdo local
superior a 50% da parede normal da aorta (THOMPSON, et al., 1999).

Sao comuns e, muitas vezes, fatais principalmente em pacientes idosos.
Estdo associados principalmente a homens acima de 65 anos, tabagismo,
aterosclerose, hipertensao e predisposicao genética (DONG-CHUAN et al., 2006).
Existem varias causas de dilatacdo aneurismatica, mas poucas sdo desenvolvidas
por consequiéncia direta de causas especificas, tais como trauma, infecgcdo aguda
(salmonela), infeccdo crénica (tuberculose), doencas inflamatérias (doenca de
Behcet e Takayasu), e desordens do tecido conectivo (Sindrome de Marfan, Ehlers-
Danlos tipo IV) (ERENTUG et al., 2003).

A aterosclerose € um componente ativo no processo de dilatagdo da aorta, e
tanto o seu desenvolvimento quanto o dos AAAs, parece ser promovido pelos
mesmos fatores de risco como, tabagismo, hipercolesterolemia, e elevacdo da
pressao arterial. Entretanto, os estudos procuram a confirmacéo se a aterosclerose
tem participagdo ativa na formacdo e progressdao dos aneurismas ou se € uma
consequéncia dessa doenca (REED et al., 1992).

Cerca de 75% dos pacientes que possuem aneurisma de aorta abdominal nao

apresentam sintoma algum e o diagnéstico é feito por exames fisicos de rotina ou
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por meio de ultra-som abdominal. A medida que se expandem, os aneurismas
podem se tornar dolorosos. Ocasionalmente, pode romper, gerando dor abdominal
aguda, dor lombar e hipotensado, caracterizando uma emergéncia médica. A ruptura
aguda ocorre sem qualquer sintoma e € potencialmente fatal (GLIMAKER et al.,
1991). Alguns paises realizam programas de rastreamento na populacdo para
detectar precocemente o problema e evitar a morte subita (EARNSHAW et al.,
2004). ApGs a ruptura de um aneurisma, cerca de 50% dos pacientes morrem antes
de receberem qualquer atendimento. Dos remanescentes, 24% morrem antes da
cirurgia ser realizada (DONALDSON et al., 1985).

Por ser uma doenca potencialmente letal que provoca cerca de 15.000 mortes
por ano nos E.U.A. (KADOGLOU et al., 2004), estima-se que AAA seja a 102 causa
de mortalidade sendo responsaveis por 2% das mortes (THOMPSON et al., 1999).
Existem evidéncias de que os AAAs afetam 6-9% da populagdo acima dos 65 anos
(GRANGE et al., 1997).

A reparacgdo cirurgica é atualmente o Unico método eficaz para tratamento de
AAA, mas este tipo de intervencdo é de alto custo e também se associa a alta
morbidade e mortalidade. Isto real¢ca a necessidade de mais investigacées sobre as
causas de AAA, para facilitar o desenvolvimento de terapias médicas (PARODI et
al., 1991).

Embora as pesquisas tenham conduzido uma melhor compreensdo da
fisiopatofisiologia dos aneurismas ao longo das Ultimas duas décadas, o
conhecimento sobre seu processo de degeneracdo ainda € bastante limitado. Além
disso, ndo ha eficacia comprovada de intervengao farmacoldgica para aneurismas e
a reparagao cirurgica € o modo predominante para tratamento de AAA (WASSEF,

2006).
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1.2 Patogenia

Alteracdes estruturais da parede da aorta, inflamacéao crbénica e degradacao da
matriz extracelular sdo os eventos mais comuns na fisiopatologia dos AAAs
(MENASHI et al., 1987). Numerosos estudos realizados durante a ultima década tém
demonstrado que a degradagao de matriz extracelular (MEC) e proteinas da parede
aodrtica sdo responsaveis pela expansao e progressao desses aneurismas (LONGO
et al., 2002). Em diversos estudos, foi observado que o aumento da atividade
elastolitica na parede adrtica de pacientes com aneurisma pode ser o principal
evento na alteracdo de propriedades mecénicas da aorta, como a degradagcao de
elastina e coladgeno (FREESTONE et al., 1995; LONGO et al., 1999).

A importancia da elastina na manutencao da estrutura da parede da aorta é
confirmada pela alta freqliéncia de aneurismas em pacientes com Sindrome de
Marfan, doenga genética causada por mutacbes da fibrilina-1. Modelos
experimentais obtidos por perfusdo de elastase em artérias normais demonstraram
que a degradacdo da elastina provoca o desenvolvimento de dilatacdo e
tortuosidade desta artéria, enquanto que a degradacdo do colageno resulta em
ruptura sem dilatacdo antecedente (DOBRIN et al, 1984; DOBRIN; MRKVICKA,
1994).

A degradacdo da elastina da aorta desempenha um papel importante nos
eventos precoces da formacdo e expansao de aneurismas, pois as fibras elasticas
sdo um dos mais estaveis componentes estruturais da matriz extracelular
(LEFEVRE; RUCKER, 1980; SHAPIRO et al., 1991). O conceito de que proteinases

poderiam desempenhar um papel importante no desenvolvimento de AAA, segundo



25

BUSUTTIL et al. (1982), tornou-se uma dos mais importantes estudos para
compreender o AAA a nivel celular e molecular.

Esta degradacao é causada pelas metaloproteinases da matriz extracelular que
sdo endopeptidases calcio-dependente, contendo zinco, expressas em varias
células e tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio,
fibroblastos e células inflamatorias (OHBAYASHI et al., 2002). A familia das MMPs
apresenta mais de 23 enzimas as quais sao responsaveis pela degradacao de varios
componentes da matriz extracelular, incluindo componentes da membrana basal,
colageno, fibronectina e proteoglicanas (OHBAYASHI et al., 2002). Diferentes
metaloproteinases sdo produzidas por diferentes tipos celulares (BRINCKERHOFF;
MATRISIAN, 2002) e se diferem em relacao a especificidade de substratos. Sao
classificadas em: (1) Colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-
18), (2) Gelatinases (MMP-2 ou Gelatinase A e MMP-9 ou Gelatinase B), (3)
Estromelisinas (Estromelisina 1 ou MMP-3 e Estromelisina 2 ou MMP-10), (4)
Matrilisinas ( Matrilisina 1 ou MMP-7 e Matrilisina 2 ou MMP-26), (5) MMPs de
membranas (MT1-MMP(MMP-14), MT2- MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-16),
MT4-MMP, MT5-MMP e MT6-MMP (MMP- 25)) e (6) outras MMPs (MMP-12, MMP-
20, MMP-21, MMP-23, MMP-27 e MMP-28) que ndo se enquadram nesses grupos
principais (DONNELLY et al., 2003; VISSE; NAGASE, 2003).

Estas endopeptidases sdo sintetizadas e secretadas como pré-forma latente
(zimogénios ou pr6-MMPs). Podem ser reguladas por mecanismos de transcricao ou
mecanismos poés-traducdo. A regulacdo na transcricdo acontece por varios fatores
incluindo fatores de crescimento, horménios e citocinas (DONNELLY et al., 2003;
TSURUDA et al., 2004). Com relacao aos mecanismos de pos-traducgéo, a pré-forma

da enzima, latente na matriz extracelular dos tecidos, pode ser ativada por fatores
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como estresse de cisalhamento, tensdo mecanica e estresse oxidativo; o
propeptideo também é removido resultando na ativacdo da MMP, por outras
proteases da matriz, como por exemplo, a trombina e plasmina (DONNELLY et al.,
2003; NELSON; MELENDEZ, 2004). O controle da atividade das MMPs nos tecidos
também pode ser mediado por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs),
dos quais TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 sao descritos atualmente (DONNELLY
et al., 2003).

Uma vez em sua forma ativa, as MMPs participam do processo fisioldgico de
remodelamento da matriz extracelular (ECM) através da degradagdo de proteinas
em suas ligacdes peptidicas especificas, sendo este, um de seus principais efeitos
biolégicos (VISSE; NAGASE, 2003).

Estudos tém mostrado que atividade excessiva ou desequilibrada de MMPs
estd associada a patogénese de varias doencas como doencas neoplasicas
(FARIAS et al., 2000), doencas inflamatérias crbnicas (NAGASE; WOESSNER,
1999) e doencas cardiovasculares, como os aneurismas (GALIS; KHATRI, 2002;

TAYEBJEE et al., 2004).

1.3 Participacao das MMPs em aneurismas da aorta abdominal:

As MMP-2 e MMP-9 possuem dominios “fibronectin-like” que séo
responsaveis por clivarem colageno tipo |, IV, V, VII, e X, gelatina (colageno
desnaturado) e elastina (YASUMITSU et al, 1992; CREEMERS et al, 2001).
Alteragdes na regulacdo da expressdo e atividade destas MMPs podem estar
envolvidas no processo de remodelamento vascular que acontece na fisiopatologia

de varias doengas cardiovasculares, inclusive aneurismas (ZHANG et al., 1999).
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A Metaloproteinase-2 (gelatinase A), se caracteriza em sua forma latente por
uma massa molecular de 72 kDa e é encontrada na musculatura vascular lisa,
fibroblastos e endotélio (CAROME et al.,1994). Alguns estudos demonstram que a
MMP-2 é expressa tanto em aorta normal como em tecido aneurismatico, ou seja, é
uma proteinase constitutiva (NEWMAN et al,1994). Estd envolvida no
remodelamento vascular associado a doencas vasculares, por promover tanto a
degradacao de proteinas da matriz extracelular, como por acentuar a migracao de
células musculares lisas (CML) (LI et al.,1996; BENDECK et al., 1994; JENKINS et
al., 1998). Essas CML desempenham um papel fundamental na MEC, pois
sintetizam proteinas, tais como colageno e proteoglicanas e limitam a protedlise
durante a inflamagdo. Entretanto, durante a formacdo dos AAAs, entram em
apoptose, promovendo a formacao de aneurismas (CAMP et al., 2003).

Ja a metaloproteinase-9 (gelatinase B) apresenta uma massa molecular de 92
kDa em sua forma latente e 82 kDa em sua forma ativa (GALIS et al.,1994) e esta
presente principalmente em macro6fagos e neutréfilos (VAN et al., 2002). Ao contrario
da MMP-2, ndo é produzida em aorta normal, sendo encontrada em placas
ateroscleroticas, susceptiveis a ruptura (MCMILLAN et al., 1995). Sao capazes de
degradar colageno, elastina e outros componentes da matriz extracelular causando
destruicdo da lamina elastica, resultando em expansado e progressdao dos AAAs
(YAMASHITA et al., 2001).

Alguns trabalhos clinicos e experimentais mostraram o aumento da
concentragdo e atividade dessas enzimas tanto em plasma como em vasos
sanguineos. Estes estudos sugerem que o estiramento e tensdo mecanica que
acontece nos vasos sanguineos durante um processo de hipertensdao aumentam a

expressao e a atividade das MMP-2 e MMP-9 (ASANUMA et al., 2003; MENG et al.,
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1999; CHESLE et al, 1999; MAGID; MURPHY; GALIS, 2003; O'CALLAGHAN;
WILLIAMS, 2000), e que a expressdao e a atividade destas enzimas também
aumentam em resposta a uma injuria tecidual (JENKINS et al., 1998; COURTMAN

et al., 2004).

1.4 Alteracoes hemodinamicas

Alteracdes nas forcas hemodindmicas do fluxo sanglineo tém sido descritas
como fatores importantes no desenvolvimento dos aneurismas (SALSAC; SPARKS;
LASHERAS, 2004). Sabe-se perfeitamente que o fluxo sanguineo quando alterado
pode promover alteragdes na estrutura e fungcdo das células endoteliais. Estas
alteracées podem culminar na liberagao/inibicdo de fatores importantes que atuam
na parede vascular (CHENG et al., 2006).

Regibes arteriais com complexa geometria, como estenose, bifurcacdes, e
ramificacdes, sao areas propensas a lesdes, pois o fluxo torna-se turbulento com
formacao de estase, recirculacdo e fluxo reverso (NESBITT et al., 2000). Esta
transicdo do fluxo altera a conformacdo das células endoteliais resultando na
ativacao da resposta inflamatéria liberando espécies reativas de oxigénio (ROS),
sendo este, um dos possiveis fatores de ativacao das MMPs (KUNSCH; MEDFORD,

1999).

Prado et al. (2006) demonstraram que ratos Wistar submetidos a cirurgia de
estenose extrinseca na aorta abdominal desenvolveram altera¢des intimais nas
regibes pré e pds-estendtica da aorta, principalmente na regidao poés-estendtica,
possivelmente pelas alteracdées do fluxo como recirculagéo e fluxo reverso, podendo

ativar os ROS e conquentemente, ativar as MMP-2 e 9.
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Estudos relacionados ao fluxo sanguineo em AAA sugerem a presenca de
alteragbes hemodindmicas e aumento da tensdo de cisalhamento na parede da
aorta (MOORE et al,1992). Modelos experimentais comprovam esta teoria
demonstrando a presenca e atividade das MMP-2 e 9 como conseqiiéncia destas

alteracoes mecanicas (AILAWADI; ELIASON; UPCHURCH, 20083).

1.5 Modelos experimentais de inducao de aneurisma

Relatos de tentativas de desenvolvimento de aneurismas experimentais ja
foram citados na literatura no século passado, em 1839. McCune et al. (1953)
comentaram a necessidade de criar novas metodologias na inducdo de aneurismas
experimentais, ja que 0s existentes a época ndao eram direcionados para esse fim
(MCCUNE,1953). Eles desenvolveram, entdo, um método que se baseava na
injecdo de mostarda nitrogenada na parede da aorta de caes. Posteriormente, outros
métodos de destruicdo parcial da parede arterial foram descritos. Entre eles,
destacam-se: a injecao de solucao salina hipertdnica a 28% (WHITE ef al. 1961), a
incisdo e anastomose microvascular (MAXWEL et al.,, 1979), o enxerto venoso
(GERMAN; BLACK, 1954; NISHIKAWA et al., 1976; SANDASSIVAN et al., 1990), a
retirada de fragmento da lamina elastica interna e de parte de tunica (VAN ALPHEN
et al., 1990), a destruicdo da camada elastica interna por estresse hemodinamico
(HASSLER, 1962; HANDA et al., 1983; HASHIMOTO et al., 2000; KOJIMA et al.,
1986; DAI et al., 1985; ALVAREZ; RODA, 1986; HAZAMA et al., 1986; KIM et al.,
1988; SUZUKI et al., 1980) e lesdes com raios laser (AMMIRATI et al.,1986, 1988;
QUIGLEY et al., 1986; FUTAMI et al., 1995).

Alguns outros modelos de infusdo de solugbes para inducdo de aneurismas

foram realizados, incluindo a infusdo de calcio e sodio cloridrico (FREESTONE et al.,
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1997; BASALYGA et al., 2004; CHEW et al., 2004), infusdo de célcio cloridrico em
animais knockout de MMP-9 (LONGO et al., 2002), infusao de elastase (PETRINEC
et al., 1996; MOORE et al., 1999; LAWRENCE et al., 2004; KOBAYASHI et al.,
2004), infusao de tioglicolato associado a plasmina (KAITO, HIROSHI, URAYAMA et
al., 2003) e indugédo de aneurisma traumatico, através da compressao da parede da
aorta utilizando pinca hemostatica (GUERREIRO et al., 1996).

Entretanto, poucos modelos experimentais de aneurismas traumaticos sao
encontrados na literatura, pertinente a sua complexidade e dificil execugao (VAN;
GAO; KAMPHORST, 1990).

Desenvolvemos em nosso laboratério, um modelo inédito de inducado de
aneurisma na aorta abdominal de ratos Wistar, associando estenose extrinseca e
lesdo vascular externa na aorta abdominal. Estes dois fendbmenos juntos contribuem
para a formacao e progressdo de aneurismas num periodo de sete dias, havendo
evidéncias da liberagcdo de gelatinases desempenhando importante funcdo no

desenvolvimento desses aneurismas.
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2. HIPOTESE
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2. Hipoétese

A associacdo da lesao vascular externa com as alteragées hemodinamicas
provocadas pela estenose extrinseca levaria ao desencadeamento de um estado
pré-inflamatério agudo com secrecao e ativacdo de elastases, principalmente as
metaloproteinases 2 e 9. Essas gelatinases provocariam uma destruicdo importante
das fibras elasticas da parede da aorta, propiciando o desenvolvimento de
aneurismas. Neste modelo inédito de inducdo de aneurisma, enfocaremos a
participacdo das Metaloproteinases 2 e 9 e avaliaremos sua interferéncia no

desenvolvimento desses aneurismas.
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3. Objetivos

Desenvolver um modelo experimental inédito de indug¢do de aneurisma da aorta
abdominal (AAA) em ratos Wistar, através da associacao de duas potenciais causas
de MMPs secrecao e ativacao: lesdo vascular e alteracdes hemodinadmicas do fluxo
sanguineo;

Estudar qualitativamente as alteragbes hemodindmicas relacionadas ao
desenvolvimento desses AAAs;

Avaliar morfologicamente a parede do AAA;

Avaliar morfometricamente o espessamento e o percentual de fibras elasticas e
colagenas na parede dos AAAs;

Correlacionar o grau de inflamagdo e o espessamento da parede com o0s
didmetros dos AAAs;

Avaliar a participagdo das Metaloproteinases 2 e 9 no desenvolvimento dos
aneurismas e,

Avaliar a atividade gelatinolitica das MMPs na parede dos AAAs.
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4. Justificativa

Aneurismas da aorta abdominal sdo potencialmente letais, sendo
responsaveis por um grande numero de Obitos todos os anos. Entretanto, muito
pouco é conhecido com relacdo aos seus mecanismos de formagcao e progressao.
Esse conhecimento escasso deve-se, em parte, a caréncia de modelos animais
comparaveis a esta doenca. Acreditamos que esse modelo possa ser utilizado no
estudo dos mecanismos de formacéo e progressdo de aneurismas, bem como para

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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5. MATERIAL E METODOS:
5.1 Consideracoes gerais
Foram utilizados ratos Wistar (numero total: 120), machos, pesando em média
150 gramas, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo (USP). Os animais foram alocados
individualmente em gaiolas construidas com polipropileno e tampas de ago
inoxidavel perfurado, lavadas diariamente. Foram divididos em quatro grupos
contendo 06 animais cada e o grupo experimental (AAA) continha 12 animais.
e Grupo AAA: Grupo Experimental (com estenose e lesdo traumatica da
camada externa da aorta abdominal);
e Grupo Lesao: Grupo Controle da Lesao Vascular (sem estenose e com lesao
traumatica da camada externa da aorta abdominal);
e Grupo Estenose: Grupo Controle da Estenose da Aorta (com estenose e
sem lesdo traumatica da camada externa da aorta abdominal).
e Grupo Sham: Grupo sham-operado (sem estenose e sem lesao).
Os animais eram alimentados com dieta padrdes Purina® para ratos e agua de
torneira ad libitum. O presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséao de
Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo (Processo n® 06.1.939.53.3).
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5.2 Cirurgia de inducao de aneurisma

Recentemente neste laboratério, foi desenvolvido um modelo experimental de
inducdo de aneurisma na aorta abdominal. Em ratos Wistar, duas potenciais causas
de superexpressdao de metaloproteinases foram associadas: alteragdes
hemodinamicas devido a estenose extrinseca e lesdao vascular, gerando resposta
inflamatéria na parede aértica.

Os animais foram anestesiados com xilazina-8mg/kg e cloridrato de cetamina-
74mg/kg, via intra-peritonial. Apos isso, faziamos tricotomia no flanco esquerdo,
fixavamos os animais em decubito dorsal em mesa cirlrgica adaptada e
realizavamos anti-sepsia da pele com alcool iodado. Ap6s uma incisao cirurgica,
aproximadamente 1 cm abaixo do rebordo costal esquerdo, os planos eram
dissecados até a exposicdo da aorta, logo acima das artérias renais. No Grupo
Experimental (Grupo AAA), utilizamos uma broca dental diamantada (Microdont
Stevile numero 3215) de 0,94mm de didmetro, dobrada em L e adaptada a um cabo
de ago inoxidavel. Esse instrumento foi feito em uma oficina de precisdo a fim de
provocar uma lesdo traumatica na camada mais externa da aorta durante sua
retirada (Figura 1). A broca diamantada era colocada paralela a aorta. Apéds isso,
envolviamos ambas com um n6 duplo com fio de algodao 3-0 e retiravamos a broca
imediatamente apoés a feitura do né. O didmetro da broca provoca uma estenose de
80% no lumen arterial na aorta abdominal dos ratos Wistar (dados do nosso
laboratério) (ROSSI et al., 1992). No Grupo Lesao, realizavamos o mesmo
procedimento, diferenciando-se apenas pela seccdo do n6é seguido a retirada da
broca diamantada. No Grupo Estenose, um instrumento semelhante foi utilizado,
mas com auséncia da broca diamantada, previamente seccionada, para nao

provocar lesdo na parede vascular. No Grupo Sham, uma leve mobilizacao da aorta
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em todos os planos e eixos era realizada, sempre respeitando os limites anatémicos
e evitando-se tracdo excessiva, no intuito de n&o provocar lesées na camada
adventicia. Ap6s o término desses procedimentos, a parede abdominal era suturada
com pontos separados de fio de algodao em dois planos, peritbnio-musculos e pele.
Logo apéds este procedimento, era administrado dipirona (25mg/kg) nos animais para

fins de analgesia.

1)

Figura 1. Esquema demonstrativo da cirurgia de indugéo de aneurisma. As setas (D)
indicam a area de lesdo vascular provocada pela retirada da broca diamantada. Detalhe: a
esquerda a broca diamantada adaptada ao cabo de ago inoxidavel (utilizada nos grupos
AAA e Les&o) e a direita, a broca sem a presenga da ponta diamantada, utilizada no grupo
da Estenose.
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5.3 Doppler

Animais de todos os grupos do 7°dia p.o. foram selecionados ao acaso, para
observacao do fluxo sanguineo nas regides pré-estenose e pos-estenose. Para esta
analise qualitativa, um aparelho de ultra-sonografia Modelo GE Healthcare
Ultrasound System, Model Logic e (Milwaukee, WI, USA) com Doppler colorido e
transdutor eletrénico linear multifrequencial (6-12MHZ) foi utilizado. Os animais
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (74mg/kg) e xilazina (8mg/kg). Este
exame foi realizado pelo Prof. Jorge Elias Junior do Departamento de Clinica Médica

(Radiologia/HCFMRP/USP).

5.4 Estudo Histopatoldgico

Ao final de 3 e 7 dias, foi realizada a eutanasia nos animais por desangramento
apos anestesia (cloridrato de cetamina-74mg/kg e xilazina-8mg/kg) seguida de
coleta do material para analise histopatolégica. Uma incisdao abdominal mediana era
realizada, com o coragdo ainda pulsando. As aorta eram rapidamente excisadas
desde o cajado até o ponto imediatamente apds a estenose e lavadas a uma
pressao média de perfusao de 100 mmHg com solucéo salina a 0,9% gelada (4° C),
com o auxilio de uma céanula (PE-10) de polipropileno inserida na extremidade
proximal. Em seguida, as aortas eram perfundidas com formol a 10% tamponado.
Apos o periodo de fixagdo, o excesso de tecido em torno das aortas foi retirado sob
lupa Zeiss Stemi 2000-C (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e as aortas eram
seccionadas transversalmente.

Depois de 24h, as aortas eram desidratadas em solu¢des crescentes de alcool
(80%, 95%, 30 minutos cada e 100%; 4 trocas de 1 hora cada), diafanizadas com

trés banhos de xilol (30 minutos cada), banhadas por 2 vezes em parafina liquida (2
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horas cada) e, posteriormente, inclusas em parafina. Cortes seriados eram corados
com hematoxilina eosina (5uym de espessura), resorcina (5uym de espessura) e

picrosirius vermelho (7um de espessura).

5.5 Analise morfométrica da aorta

A andlise morfométrica da aorta (n=6 animais por grupo) foi realizada
utilizando o programa Leica Qwin (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge,
Inglaterra) em conjunto com um microscopio Leica (Leica DMR, Leica Microsystems
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), videocamara (Leica DC300F, Leica
Microsystems AG, Heebrugg, Suica) e um computador on-line. Foram utilizadas as
aortas incluidas em parafina e coradas com hematoxilina-eosina, resorcina e
picrosirius vermelho, para verificacdo da espessura da camada média (um) e
porcentagem de fibras elasticas e colageno na parede da aorta, respectivamente,
com aumento de 400x (&rea total 0.65 mm?). Foram coletadas 20 medidas da
camada média da aorta, distribuidas por toda a circunferéncia do vaso, de cada
animal para mensuracdo do espessamento da meédia. Para quantificacdo do
colageno e das fibras elasticas foram medidas 6 areas por aorta (por animal),
selecionadas aleatoriamente por toda a circunferéncia do vaso e determinada em

porcentagem por &rea.

5.6 Avaliacao da resposta inflamatéria
A severidade da inflamacdo na parede o vaso foi determinada por microscopia
Optica convencional nas aortas incluidas em parafina e coradas com hematoxilina-

eosina (n=6 animais por grupo), sendo atribuidos os seguintes valores:
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0 - nenhuma inflamacao;

1 - inflamacéo leve;

2 - inflamacéao moderada e,

3 - inflamacéo severa.
Todas as laminas foram analisadas pelo mesmo investigador. A escala foi
escolhida para quantificar a inflamacéao celular geral e ndo por campos isolados, pois

a reacgao inflamatoria ndo era simétrica nessas amostras.

5.7 Zimografia convencional

As aortas depois de colhidas foram lavadas a uma pressao média de perfuséao
de 100 mmHg com solugédo salina a 0,9% gelada (4° C), com o auxilio de uma
canula de polipropileno inserida na extremidade proximal (n=6 animais por grupo).
Ap0és este procedimento, as aortas foram limpas e congeladas em nitrogénio liquido,
armazenadas em eppendorf e mantidos a uma temperatura de —70°C. A atividade
das MMP-2 e MMP-9 na aorta foram determinadas pelo método da zimografia, que
consiste em uma eletroforese das amostras em um sistema SDS/PAGE que inclui o
substrato da enzima (gelatina) no gel de separacdo, de modo a permitir a
evidenciacdo e quantificacado da atividade da MMP-2 e MMP-9. Esta técnica foi
realizada no Departamento de Morfologia, Estomatologia e Fisiologia, Faculdade de
Odontologia, Universidade de Medicina de Ribeirdo Preto, SP — FORP/USP sob

responsabilidade da Prof? Dr?2 Raquel F. Geralch.

5.7.1 Preparo de extrato de tecido de aorta

As amostras de aorta eram pesadas, colocadas em tubo eppendorf e para

cada 0,08g de tecido eram acrescentados 150uL do tampéo de extracao (CaCl, 10
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mM, Tris 20 mM pH 7.4, Fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM, NEM 1 mM). As amostras
eram trituradas com o uso do politron. Eram acrescentados mais 150 uL do tampéo
de extracao ao término da trituracdo e esta suspensao era colocada no vortex para
homogeneizar. Estas amostras eram colocadas no gelo, dentro da geladeira por no
minimo 16 horas para ocorrer o processo de extracao das proteinas do tecido.

Apbs este periodo, as amostras eram centrifugadas a 3.000 rpm por 15
minutos, o0 sobrenadante retirado e armazenado em dois tubos eppendorf
devidamente rotulados no freezer a - 20 °C. Um destes tubos era utilizado para
dosagem de proteinas pelo método de Lowry e o outro tubo era utilizado para

determinar a atividade das metaloproteinases.

5.7.2 Dosagem de proteinas: método de Lowry

Foi necessaria a determinacdao da quantidade de proteinas de todas as
amostras, pois a quantidade de proteinas presente na aorta dos ratos varia entre um
animal e outro, podendo interferir nos resultados. Assim sendo, a quantidade de
cada amostra aplicada no gel foi referente a 40 ug de proteina.

A dosagem de proteinas totais era feita baseada no método de Lowry et al.,
(1951). Assim sendo, antes da dosagem das proteinas as amostras eram diluidas
em agua MILI-Q para que as concentracdes de proteinas presentes nas amostras
ficassem dentro dos pontos da curva de calibracdo (intervalo de 0,125-4mg de
proteinas). Para a construgdo da curva de calibracdo, era utilizada a soro albumina
bovina (BSA) com concentragédo de proteina conhecida de 3 mg/mL (diluido em agua
MILI-Q e solugao tampéao de extracao (1:2:1)) e um padrdao BSA de 8 mg/mL (diluido

em agua MILI-Q e tampéao de extracdo (1:0,5:0,5)).
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Através do BSA de 8mg/mL as seguintes solucdes eram feitas: 4; 2; 1; 0,5;
0,25; 0,125 mg/mL, sendo estas solucbes os pontos da curva de calibracdo. Em
microplacas eram aplicadas: 20uL de solucdao NaOH 1 N/ Triton 0,02 %,10uL das
amostras e as solucoes preparadas para a curva de calibracdo. Além disso, também
eram aplicados 200 pL de solucdo de tartarato e 20 pyL da solucdo de Folin. Estas
solucdes eram misturadas com auxilio de uma pipeta e ap6s 30 minutos eram lidas
em um espectrofotdbmetro a 750nm. Era construida uma curva de calibragao através
da obtencao dos valores fornecidos pelo aparelho, possibilitando a determinagéao da
quantidade de proteinas presente nas amostras para aplicacdo de 40mg de

proteinas em cada amostra no gel.

5.7.3 Eletroforese de gel de poliacrilamida a 12%:

As amostras preparadas eram separadas por eletroforese em um sistema
descontinuo de tampdes, conforme a técnica de SDS-PAGE (anexo C), em géis
preparados em concentracao de 12 % de poliacrilamida, contendo 1 % gelatina.

Apés a corrida, os géis eram submetidos a dois banhos de Triton X-100 (a 2,5
% em agua) para remover o SDS e, em seguida, permaneciam submersos durante
16 horas em solucédo de Tris-HCl a 50 mM (pH 7,4), contendo CaCl, a 10mM, a
temperatura de 37°C. Em seguida, os géis eram fixados e corados com solucédo de
Coommassie Blue (metanol 30 %, acido acético 5%, Croomassie Blue G- 250
0,05%) por 4 horas, sendo em seguida, descorados até a visualizagdo das bandas
caracteristicas da atividade de MMPs: bandas claras contra um fundo azul escuro

(devido a coloracao da gelatina incorporada ao gel preparado).
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5.7.4 Determinacao da atividade das metaloproteinases:

A determinacdo da atividade era feita através do perfil das bandas que
podiam ser visualizadas ap6s coloracao com Cromassie Blue.

A atividade das enzimas era determinada por andlise densitométrica usando
um sistema de documentagdo (Kodak Eletrophoresis Documentation and Analysis
System- EDAS 290; Kodak, Rochester, NY). As formas latente e ativa das MMP-2 e
MMP-9 eram identificadas através de suas massas moleculares 72 KDa, 64 KDa, 92
KDa e 87 KDa, respectivamente(GERLACH et al., 2007). Ap6s a quantificacdo das
bandas através deste programa, o valor do padrao de cada gel foi dividido pelo valor
das bandas do mesmo gel e os dados obtidos, foram entdo avaliados

estatisticamente.

5.8 Zimografia in situ

Esta analise era realizada para verificar o total de atividade gelatinolitica nos
tecidos de todos os grupos deste estudo. As aortas eram congeladas em Tissue
Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, EUA) e
isopentano e colocadas em nitrogénio liquido. Cortes de Sum de espessura em
criostato Microm 505E (Microm International GmbH, Walldorf, Alemanha) eram
obtidos e dispostos em laminas tratadas com poli-L-Lisina (P8920, Sigma, St. Louis,
MO, EUA. A zimografia in situ era realizada de acordo com o método proposto por
Galis et al.,, (1994) com algumas modificacdes. Primeiramente, as laminas (Super
Frost) com os cortes congelados eram cobertas por substrato DQ gelatina (E12055,
Molecular Probes, Oregon, USA) diluido 1:20 em Tris/HCL (50mmol/, pH 7.,4)
contendo 10 mmol/CaCl,. Todos os passos eram realizados no escuro. As laminas

eram incubadas no interior de uma camara umida a temperatura ambiente por 1
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hora. Apés a incubacéo, as laminas eram lavadas por 5 vezes com PBS, fixadas em
paraformaldeido a 4% por 10 minutos, lavadas mais uma vez com PBS, sendo entao
montadas com laminulas, para serem visualizadas e fotografadas. Para
quantificacdo da atividade gelatinolitica das MMPs, era utilizado o programa Leica
Qwin (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um
microscopio Leica (Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Alemanha), videocamara (Leica DC300F, Leica Microsystems AG, Heebrugg, Suica)
e um computador on-line. A quantificacdo da fluorescéncia era feita em pixels por

area.

5.9 Analise estatistica

Para comparacdes dos dados da zimografia (convencional e in situ) e da
morfometria, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) e pés-teste de Newman-
Keuls para multiplas comparacoées. O nivel de significancia escolhido foi de 5% e os
dados apresentados como média * desvio padrdo da média. Para andlise dos
resultados da inflamacéo, foi utilizada correlacdo nao-linear Spearman com objetivo
de correlacionar inflamacao, diametro e espessamento da parede adrtica, com nivel
de significancia de 5%. Os dados foram analisados utilizando-se o programa
estatistico GraphPad Prism 4 (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA).
Foi utilizada regresséo linear multivariada através do programa estatistico winstat 3.1
para andlise de fatores que possivelmente influenciam na expansao do diametro
aédrtico, realizado pelo Prof. Dr. Konradin Metze, Departamento de anatomia

patol6égica da Universidade Estadual de Campinas — Sao Paulo-UNICAMP.
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6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS
6.1 Doppler

A avaliacdo através do ultrassom com Doppler colorido demonstrou a
presenca de fluxo laminar nas aortas do grupo Sham e Leséao, representado pela
coloracao vermelho-alaranjada (Figura 2A), sendo o espectro deste fluxo
caracterizado por uma janela sistélica “limpa”. Nos animais do grupo Estenose, o
fluxo laminar estava preservado no segmento logo imediatamente ajusante a
estenose e no segmento pos-estendtico, um turbilhonamento no fluxo sanguineo foi
registrado pelo Doppler colorido, representado por uma mistura de cores azul, verde,
amarelo e laranja (Figura 2B). O espectro deste fluxo foi caracterizado pelo
borramento da janela sistélica, que significa pouca resisténcia no segmento pré-
estendtico, enquanto caracteriza fluxo turbulento no segmento p6s-estendtico.

No grupo AAA, o Doppler demonstrou fluxo sanguineo com velocidade
aumentada no segmento pré-estenético, acompanhada de turbilhonamento no
lumen do aneurisma, representado por uma mistura de cores. No segmento pés-
estendtico, a velocidade do fluxo era menor quando comparada ao segmento pré-
estendtico (Figura 2C e D).

A estenose extrinseca de 80% na aorta gera uma alteracdo na geometria do
vaso provocando disturbios hemodindmicos. Dados da literatura (CHENG et al.,
2006; PRADO et al., 2006; NESBITT et al., 2000) mostram que essas alteracdes
provocam aumento na tensédo de cisalhamento resultando em diminuicdo do fluxo

sanglineo com consequente turbuléncia e oscilagéo do fluxo (Figura 3).
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Figura 2. Avaliagcdo do fluxo sanguineo através do ultrassom com Doppler
colorido. As aortas dos animais do grupo Lesdo e Sham ndo demonstraram
alteragées no fluxo laminar (coloragdo vermelho-alaranjada, A). Nos animais
estenosados, além do local da estenose (seta), ficou bem demonstrado o
turbilhonamento no segmento pds-estendtico (mistura de cores azul, verde e
vermelho-alaranjado, B) e a permanéncia do fluxo laminar no segmento pré-
estendtico. No grupo AAA, logo apos o ponto estenosado (seta), ha formagao de
aneurismas verdadeiros, gerando turbilhonamento do fluxo em seu interior (mistura
de cores verde, azul e vermelho-alaranjado, C e D).

50



Aceleracao do
fluxo

Estenose Recirculacao

Baixo estresse Alto estresse Vértice com fluxo
de cisalhamento de cisalhamento oscilatorio

Figura 3. Representacdo esquemdtica do estresse de
cisalhamento induzido pela estenose. Notar a formacdo de fluxo
turbulento no segmento pods-estendtico, condigcdo associada a
liberagdo de mediadores inflamatdrios (modificado de CHENG et
al., 2006).
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6.2 Estudo morfoldgico
6.2.1 Macroscopia

A formacao de aneurismas foi detectada em 60 a 70% dos animais do grupo
experimental (grupo AAA). Os aneurismas eram saculares, tendo sua formagao
limitada a area previamente lesada e estenosada pelo procedimento. O maior
didmetro transversal dos aneurismas variou entre 6 e 11mm (média 8 * 1,6mm;
P<0,001) no 3° pbs operatoério e entre 6 e 13mm (média 8,6 £ 2,2mm; P<0,001) no
7° dia pds operatorio, sendo aproximadamente 7 a 8 vezes maior que o didmetro
normal da aorta (Tabela 1; Figura 4). Quando seccionados, 0s aneurismas
continham aumento da espessura da parede, muitas vezes contendo trombos
recentes na luz arterial, contrastando com o aspecto normal das zonas contiguas a

dilatacdo. Essas alteragées nao foram observadas nos demais grupos.

Tabela 1: Diametro aortico dos animais dos grupos AAA, Lesao, Estenose e Sham em ambos
os dias de pos-operatorio

DIAMETRO (mm)
AAA Lesao Estenose Sham
3 Dias 8+1,6 1,7 £0,2*** 1,6 +0,2*** 1,6 +0,1***
7 Dias 86124 1,9+0,2*** 2,0 £ 0,2*** 2,0 £0,1**

Os dados sé@o a média * desvio padrao. ***P<0,001 para o grupo AAA versus demais grupos.



Figura 4. Estudo macroscopico e morfoldgico das aortas
dos animais dos grupos AAA, Lesdo, Estenose e Sham.
Figuras representativas das aortas dos grupos Leséo,
Estenose, Lesdo e Sham (A); Aneurismas saculares no 3 (B)
e 79C) dias de p.o. Onde, AAA: Aneurisma da Aorta
Abdominal; p: proximal, d: distal; Barra =1cm.

53



54

6.2.2 Microscopia

Microscopicamente, os aneurismas apresentaram alteragdes estruturais na
parede, quando comparados com 0s grupos controles (Lesdo e Estenose) e Sham
(Figura 5A, B e C). No 3°dia de pds-operatorio, a parede dos aneurismas apresentou
extensa remodelagem, caracterizada por degeneracdo da matriz extracelular e
substituicdo da parede adrtica normal por tecido de granulacdo com
neovascularizacao e deposicao de colageno (Figura 5D, E e F). Havia destruicao
macica das fibras elasticas, observada em toda circunferéncia do aneurisma. Essas
alteracées foram associadas a uma intensa resposta inflamatéria composta por
neutrofilos, macréfagos, linfécitos e, ocasionalmente, focos de microcalcificagdes.
Fibrina e/ou trombos foram observados no interior do vaso. No 7°dia de pés-
operatério, as alteragdes foram semelhantes as encontradas no 3°dia, porém com
maior espessamento da parede adrtica e colageno mais evidente (Figuras 5 G, H e
). Os grupos controles e Sham apresentaram preservacao morfoldgica das fibras
elasticas, sem alteragdo da arquitetura da parede aédrtica em ambos os dias pos-
operatérios estudados. A destruicao da parede adrtica dos grupos AAAs em ambos

os dias de p.o., podem ser visualizadas na figura 6.
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Figura 5. Fotomicrografia representativa da histopatologia da aorta abdominal dos
animais dos grupos Lesao, Estenose e Sham (A, B e C), sem a presenca de dilatagcées na
parede adrtica; Barra=45um. Imagens representativas dos aneurismas do grupo AAA no 3°
p.o. Notar o extenso remodelamento na parede vascular acompanhado de infiltrado
inflamatorio (D), destruicdo macica de fibras elasticas (E) e deposicdo de colageno (F);
Barra = 110um. Imagens representativas dos aneurismas do grupo AAA no 7 dia p.o. Os
aneurismas observados no 7°p.o apresentaram alteracées semelhantes as encontradas no
3 P.o. (G, H), diferenciando apenas por maior espessamento e maior deposi¢cao de colageno
na parede do aneurisma (I ); Barra = 135um.
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Figura 6. Fotomicrografia da auto-fluorescéncia das aortas dos grupos AAA, Leséo,
Estenose e Sham, visualizadas em microscopio dptico nas laminas coradas com HE. A
parede adrtica nos grupos Lesdo, Estenose e Sham (A) apresentou-se inalterada, em
ambos os dias de p.o. Entretanto, observa-se degradacao associada a uma desorganizagdo
da parede adrtica dos animais com aneurismas no 3° (B) e 7° (C e D) p.o., porém, essa
degradacdo esta mais acentuada no 3° p.o. enquanto que no 7° observa-se extenso
remodelamento da camada média. Aumentos originais: 400x (A, B e C) e 100x (D). AAA:
Aneurisma da Aorta Abdominal; p.o.: pds-operatorio.
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6.3 Analise morfométrica

Os valore médios obtidos na analise morfométrica, estdo presentes na tabela
2. Na analise da camada média das aortas, observou-se espessamento da parede
em ambos os dias estudados no grupo AAA, quando comparada aos grupos Leséo,
Estenose e Sham (P<0,001 para grupo AAA versus demais grupos). Por outro lado,

nao havia presenca de espessamento da camada média nas aortas dos grupos

controles e Sham (Figuras 7A e B).
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Figura 7. Grafico representativo do espessamento da parede adrtica
nos grupos AAA, Leséo, Estenose e Sham. Observa-se o espessamento
significativo da parede no grupo AAA, comparado com 0s grupos Lesé&o,
Estenose e Sham (***P<0,001 para o grupo AAA versus os demais grupos),
em ambos os dias de p.o.(A e B). Os dados sdo a média * desvio padrao.
AAA: Aneurisma de aorta abdominal; p.o.: pés-operatdrio.

Tabela 1: Percentual de fibras elasticas (%), colageno(%) e mensuracao do espessamento da camada
média (um) nos grupos AAA, Lesao, Estenose e Sham-operados, em ambos os dias de pds-operatorio

3 Dias 7 Dias
Fibras Colageno  Espessamento Fibras Colageno  Espessamento
elasticas da média elasticas da média
AAA 1,2%£0,8 154 579 £ 140 1,2+0,8 14+4,0 814 +£133
Lesao 7,6+0,5 9+1,2 785 7+£1,0 9+2/1 817
Estenose 72+04 8+1,3 78+ 4 8+14 10 £1 83 +5,1
Sham 8,2+0,7 8+0,77 79+9,5 7,1+0,6 10+2,3 82+6,4

Os dados sdo a média + desvio padrao. ***P<0,001 (grupo AAA versus demais grupos)
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Em relacao ao percentual de fibras elasticas, todos os animais do grupo AAA
continham menor quantidade de fibras elasticas, com reducdo acentuada quando
comparadas aos outros grupos em ambos os dias analisados. Esta diferencga foi
estatisticamente significante com P<0,001 (Figuras 8A e B). Em contraste, houve um
aumento no percentual de colageno no grupo AAA quando comparados aos grupos
controles (Lesdao e Estenose) e Sham, em ambos os dias de p.o. Embora,
proporcionalmente maior no 3°dia p.o., 0 coladgeno apresentava-se mais espesso e

definido no 7°dia p.o. (Figuras 9A e B).
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Figura 8. Grafico representativo do percentual de fibras elasticas nas
aortas dos grupos AAA, Lesdo, Estenose e Sham, em ambos dias de p.o.
Notar a diminuicdo significativa no percentual de fibras elasticas no grupo AAA
(A e B), comparado com os grupos controles e Sham (***P<0,001 grupo AAA
versus os demais grupos). Os dados sdo a média * desvio padrdo. AAA:
Aneurisma de aorta abdominal; p.o.: pos-operatorio.
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Figura 9. Grafico representativo do percentual de colageno nas aortas
dos grupos AAA, Lesdo, Estenose e Sham. Observa-se um aumento
significativo no percentual de coldgeno no grupo AAA no 3 e 7° p.o, com
***P<0,001 e *P<0,05 (grupo AAA versus demais grupos), respectivamente.
Os dados sdo a média + desvio padrdo. AAA: Aneurisma de aorta abdominal;
p.0.: pos-operatorio.
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6.4 Avaliacao da resposta inflamatéria

Para determinar a severidade da inflamacdo na parede adrtica, foram
utilizados dois parametros diferentes em todos os grupos deste estudo. A correlacao
entre os didametros e o grau de inflamacao da parede aértica foi claramente positiva
em ambos os dias de p.o., confirmada através da realizagdo da correlagao nao-linear

Spearman (r = 0,81 no 3°e r=0,91 no 7°dia p.o., P<0,0001) (Figura 10A e B).
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Figura 10. Grafico representativo da correlagdo entre os didmetros
e o0 grau do processo inflamatdrio nas aortas dos grupos AAA, Lesdo, Estenose e
Sham. Os pontos representam os dados do didmetro da aorta correlacionados com
a inflamacdo em cada animal individualmente. A escala utilizada para analisar o
grau de inflamagdo foi de 0 (sem inflamagdo) e 3 (inflamagdo severa). Notar a
correlacdo positiva entre a dilatacdo das aortas e a severidade do processo
inflamatorio, em ambos os dias de p.o. (P<0,001 grupo AAA versus demais grupos).
AAA: aneurisma da aorta abdominal; p.o.: pds-operatario.



A correlacao entre o diametro e o0 espessamento da parede
aortica foi positiva, apresentando uma medida indireta em relacdo a
inflamacédo, em ambos os dias de p.o. (r = 0,97 e r = 0,93 no 3° e 7° dias

p.o.; P<0,0001) (Figuras 11A e B).
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Figura 11. Grafico representativo da correlagdo entre o didmetro e o
espessamento da parede adrtica nos grupos AAA, Leséo, Estenose e Sham. Os
pontos representam os dados do didmetro da aorta correlacionados com o
espessamento da parede em cada animal individualmente. Notar a correlacao
positiva entre a dilatacdo e o espessamento da parede adrtica, em ambos 0s
dias de p.o (P<0,001 para o grupo AAA versus demais grupos). AAA: aneurisma
de aorta abdominal; p.o.: pés-operatorio.
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6.5 Zimografia convencional

A zimografia foi utilizada para avaliar a atividade das MMPs na aorta dos
grupos AAA, controles (Lesao e Estenose) e Sham. Quatro bandas com pesos
moleculares de 92 kDa, 88 kDa, e 72 kDa e 64 kDa foram observados nos extratos
das aortas. Os niveis da atividade da pr6-MMP-9, MMP-9, pr6-MMP-2 e MMP-2
foram comparadas entre os grupos AAA, controles e Sham.

As figuras 12A e 13A consistem em um zimograma representativo do extrato
de aortas de ratos, mostrando as bandas relativas a pr6-MMP-9, pr6-MMP-2 e MMP-
2 ativa. No 3°dia de p.o., observamos a banda da pr6-MMP-9 no zimograma, apenas
no grupo AAA. Os seus niveis neste grupo foram significantemente maiores quando
comparados aos grupos controles e sham (P<0,001 para todos os grupos versus
grupo AAA; Figura 12B). Embora a expressdao de ambas as formas de MMP-2
estarem presentes tanto no grupo AAA como nos grupos Lesao, Estenose e Sham,
no grupo AAA os niveis foram significativamente maiores (P<0,001 para todos os
grupos versus grupo AAA). Similarmente a pr6o-MMP-2, mostrou maior expressao no
grupo AAA quando comparado com os grupos Lesao (P<0,01) e Sham (P<0,001;
Figura 12 C), entretanto esta diferenca nao foi observada entre o grupo Estenose e

AAA (Figura 12D).
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Figura 12. (A) Zimograma representativo da pro-MMP-9 (92kDa), pro-
MMP-2 (72kDa) e MMP-2 (64kDa), no 3dia p.o. Observa-se a expressdo de
ambas as formas de MMP-2 em todos os grupos, porém com aumento significativo
no grupo AAA. Em relagéo a pro-MMP-9, sua expressdo esta presente apenas no
grupo AAA. Grafico demonstrativo da andlise densitométrica das respectivas
bandas (B, C e D), demonstrando um significativo aumento na expressao da pro
MMP-9, e em ambas as formas de MMP-2 no grupo AAA (**P<0,01; ***P<0,001;
para o grupo AAA versus demais grupos). Nao foi observada diferenca estatistica
entre o grupo Estenose e AAA em relagdo a pro MMP-2. Os dados sdo a média +
desvio padrao. AAA:aneurisma da aorta abdominal; p.o.: pds-operatario.
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No 7°ia p.o., encontramos a MMP-9 ativa apenas no grupo AAA
contrastando com a total falta de expressdo nos demais grupos (Figura 13A),
porém esta banda nao foi quantificada. A banda da pr6-MMP-9 foi observada no
zimograma apenas no grupo AAA. Os seus niveis neste grupo foram
significativamente maiores quando comparadas aos grupos controles (Lesdo e
Estenose) e Sham, com P<0,001 para todos os grupos (Figura 13B). Ambas as
formas da MMP-2 apresentaram expressao tanto nos grupos controles, quanto no
grupo AAA sendo significativa apenas neste ultimo grupo (P<0,001 e P<0,05 para
todos os grupos em relagdo ao grupo AAA; pro-MMP-2 e MMP-2 ativa,
respectivamente; Figura 13C e D).

Comparando-se as analises densitométricas do 3% e 7° p.o., observa-se um
aumento progressivo na expressao da pr6-MMP-9 e em ambas as formas de MMP-2
no grupo AAA do 3?2 e 7° p.o. No grupo Estenose foi observada uma diminuicao
significativa na expressao da pr6-MMP-2 do 3° ao 7° p.o. (P<0,05; Fig. 14). Nos

demais grupos nao houve diferencga estatistica.
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Figura 13. (A) Zimografia representativo da pré-MMP-9 (92kDa), MMP-9 (88kDa),
pré- MMP-2 (72kDa) e MMP-2 (64kDa), no 7 dia p.o. Observa-se a expressdo de ambas as
formas de MMP-2 em todos os grupos, mas houve dos aumento apenas no grupo AAA.
Entretanto a expressdo de ambas as formas da MMP-9 é observada apenas no grupo AAA.
Grafico demonstrativo da analise densitométrica nas respectivas bandas (B, C e D),
demonstrando um significativo aumento no grupo AAA em ambas as formas de MMP-2 e
préo MMP-9 (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; para o grupo AAA versus demais grupos). Os
dados sdo a média * desvio padrdo. AAA: aneurisma de aorta abdominal; p.o: pds-
operatorio.
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Figura 14. Anélise densitométrica das bandas pré-MMP-9, pré-MMP-2 e MMP-2
ativa. Notar o aumento progressivo das bandas, do 3° ao 7° p.o. nos grupos AAAs. ***
Representa diferenca significativa entre o grupo AAA no 3° e 7°p.o. (A, B e C). No grupo da
Estenose, houve diminuicdo na expressdo da pro-MMP-2 do 3° ao 7° p.o. # Representa
diferenca significativa entre o grupo Estenose no 3° e 7° p.o. (B) (P<0,05). Ndo houve
diferenca estatistica entre os demais grupos. Os dados sdo a média + desvio padrdo. AAA:
aneurisma de aorta abdominal; p.o: pds-operatorio.
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6.6 Zimografia in situ

A zimografia in situ revela a atividade gelatinolitica nas aortas dos animais de
todos os grupos, particularmente na camada média (Figuras 15A, B e C). Através da
quantificacdo da fluorescéncia, apenas o grupo AAA (em ambos os dias de pés-

operatério) apresentou aumento da atividade gelatinolitica (P<0,001; Figuras 15D e

E), com degradacao da parede adrtica, em ambos os dias de pds-operatério.
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Figura 15. Fotomicrografia representativa da zimografia in situ, nos grupos AAA,
Lesdo, Estenose e Sham. A atividade gelatinolitica é caracterizada pela quantidade de
fluorescéncia (pixels) na aorta, ou seja, quanto maior a fluorescéncia, maior a quantidade de
gelatinase na parede adrtica. No grupo AAA, foi observada a degradagdo da parede do
aneurisma (* B e C; areas negras), em ambos os dias de p.o., respectivamente. Entretanto,
nos demais grupos (A), a parede adrtica, permaneceu inalterada. Grafico representativo da
quantificacdo da fluorescéncia, sendo detectada maior quantidade de gelatinase na parede
aortica dos animais do grupo AAA (D e E) quando comparados aos demais grupos em
ambos os dia de pds-operatdrio (*P<0,05; ***P<0,001; grupo AAA versus demais grupos).
Os dados sdo a média + desvio padrdo. AAA: aneurisma da aorta abdominal; p.o.: pos-
operatorio.
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Baseando-se nos valores da atividade enzimatica (obtidos através da andlise
densitométrica: pré-MMP-9, pré6 MMP-2 e MMP-2 ativa), nos dias de pos-operatorio,
e tipo de cirurgia, foi utilizada uma regressao linear multivariada (desvio padrao: 0,05
t+ 0,10) para analisar qual desses fatores tem maior influéncia na formagéo do

aneurisma, obtendo a seguinte formula (Figuras 16 e 17):

Diametro adrtico = tipo de cirurgia + atividade relativa pro MMP-2 x 0,398 + atividade relativa
da MMP-2 ativa x 3,45849 + 0,65937;

Tipo de cirurgia: = 5,20 para cirurgia do grupo AAA e 0,55 para a cirurgia do grupo sham;
para os outros tipos de cirurgia = 0, com um coeficiente de determinagédo (corrigido) 0,944.

Apés aplicacdo da formula, observou-se que a associacdo de ambas as
formas da MMP-2 com o tipo de cirurgia, foram as principais responsaveis pela
expansdao dos aneurismas. A pro-MMP-9 esta exclusa nesta equacdo. Porém a
regressao multivariada ndo exclui totalmente sua participacdo no desenvolvimento
do AAA, mas ambas as formas de MMP-2 sdo influentes quando utilizamos este
método estatistico. Outro forte argumento para essa interpretagéo € que no 3° p.o.,
0s aneurismas ja se formaram, enquanto ha um aumento consideravel entre o0 3° e

7° p.o. na expressao da pr6-MMP-9 (Figura 14).
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7. DISCUSSAO
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7. Discussao

O desenvolvimento de aneurismas na aorta abdominal é um processo
complexo, envolvendo proteinases com importante atividade elastolitica, que
interferem na sintese e degradacédo da matriz extracelular (MEC) da parede arterial.
Nesse estudo, analisamos a participacdo de duas dessas proteinases, as
metaloproteinases 2 e 9, utilizando um modelo experimental inédito de inducéo de
aneurisma abdominal desenvolvido em nosso laboratério. Esse modelo, que propicia
a formacédo de aneurismas saculares bem definidos e individualizados cerca de 8
vezes o0 diametro normal da aorta, é baseado na associacdo de duas causas
potenciais de expressao e ativacdo de MMPs: lesdo vascular e alteragdo do fluxo
sanguineo. Nossos resultados mostraram aumento da expressdo de ambas as
MMP-2 e MMP-9, no grupo AAA. A MMP-2, tanto na sua forma precursora quanto
ativa, foi evidenciada tanto nos grupos controles e Sham, enquanto que a pr6-MMP-
9, apenas no grupo que desenvolveu aneurismas, sugerindo que as MMP-2 e 9
devem ser fundamentais para o desenvolvimento e progressao destes aneurismas.

As MMPs sdo endopeptidases calcio-dependente, contendo zinco. Pelo
menos 23 tipos tém sido identificados como uma familia com capacidade de
degradar todos os componentes da MEC, além de alguns substratos fora da MEC
(ERNST, 1993; WHATLING; MCPHEAT; HURT-CAMEJO, 2004). Existem varios
tipos de MMPs que sdo controladas em varios niveis distintos, incluindo a
transcricdo, ativacdo de zimdégenos e a interacdo com inibidores teciduais
especificos (TIMPs). Com relacao ao remodelamento vascular, as MMPs 2 e 9 tem
recebido atengcdo especial devido a sua expressao em células musculares lisas e
leucécitos e a sua capacidade de degradar componentes da membrana basal e do

colageno. In vitro, essas enzimas possuem perfis muito semelhantes quanto ao seu
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substrato, entretanto, a sua expressdo na parede vascular € controlada
diferentemente. A MMP-2 tem expressao basal na camada média da parede
vascular, enquanto a expressdao da MMP-9 somente tem sido observada quando ha
lesdo ou inflamagao na parede do vaso (WHATLING; MCPHEAT; HURT-CAMEJO,
2004).

A MMP-2 é uma MMP constitutiva, secretadas por células musculares lisas,
fibroblastos, endotélio vascular, macréfagos e linfécitos T (THOMPSON; PARKS,
1996). Entretanto, estudos realizados em humanos e animais mostraram aumento
na quantidade de RNA mensageiro de MMP-2 em ambas as formas (precursora e
ativada) em tecidos aneurismaticos, quando comparados a aortas normais e com
aterosclerose (DAVIS et al, 1998; CROWTHER et al, 2000). Mais ainda,
camundongos nocautes de MMP-2 n&do desenvolveram aneurismas num modelo de
lesdo aodrtica, sugerindo que essa gelatinase deva contribuir para a formacédo de
AAAs (LONGO et al., 2002). Nossos achados dao suporte a estes resultados.
Observamos a expressao da MMP-2 tanto nos grupos controles, quanto nos grupos
AAAs, sugerindo que a MMP-2 parece contribuir para o desenvolvimento de AAA
neste modelo.

Por outro lado, as MMP-9 nao s&o produzidas em aorta normal, sendo
armazenadas em neutrofilos, macréfagos e outras células inflamatérias (HOBEIKA et
al., 2007). A presenga da MMP-9 na aorta tem sido associada a inflamacao crénica e
infiltracdo de macrofagos, aspectos habitualmente relacionados a formacao de
aneurismas (THOMPSON et al., 1995). De fato, diversas investigacbes tem
evidenciado niveis elevados de MMP-9 em aneurismas, tanto em humanos quanto
em modelos experimentais (YAMASHITA et al., 2001). Camundongos nocautes de

MMP-9 sao resistentes a formacao de aneurismas em resposta a injaria na aorta,
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entretanto, perdem essa resisténcia, quando transplantados com medula 6ssea de
camundongos selvagens, capazes novamente de produzir macréfagos competentes
na secrecao de MMP-9 (PYO et al, 2000). A quantidade de RNA mensageiro,
proteinas e atividade enzimatica das MMP-9 estdo aumentadas em tecido
aneurismatico e esse aumento tem sido relacionado, através de imunoistoquimica e
hibridizacao in situ, a presenca de macrofagos na camada média degenerada da
aorta dilatada (THOMPSON et al., 1995). Embora, formas ativas da MMP-2 e MMP-9
tenham sido identificadas em varias doencas da aorta, a secrecdo de MMP-9 em
tecidos aneurismaticos é 12 vezes superior aquela observada nas doengas arteriais
oclusivas (THOMPSON et al., 1995). Portanto, a MMP-9 pode ser considerada como
a gelatinase predominante em casos de aneurismas de aortas. Kasashima et al.,
(1999) sugeriram que MMP-9 secretadas principalmente por macréfagos
desempenham um importante papel nas fases iniciais da formacédo dos aneurismas,
degradando elastina e outros componentes da MEC, resultando na sua expansao
progressiva. Nossos experimentos apodiam essa hipdtese. Aneurismas s6 foram
visualizados no grupo AAA onde detectamos expressao da pré-MMP-9. Esses
resultados também foram semelhantes aos encontrados por Sakalihasan et al.
(1996) que apds quantificar a atividade das MMPs, verificaram que a MMP-2 estava
presente na parede das aortas normais, enquanto que a MMP-9 estava presente
apenas nos aneurismas.

A importancia do processo inflamatério na geracao dos aneurismas ja esta
bem demonstrada. Estudos em aneurismas de aortas de humanos identificaram a
presenca de um extenso infiltrado inflamatério nas camadas média e adventicia, com
predominancia de macroéfagos e linfécitos T (PEARCE; KOCH, 1996). Em adicao,

modelos experimentais de AAA com infusdo de elastase, modelo bastante utilizado
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na literatura pertinente, mostraram intensa resposta inflamatéria no periodo que
antecede a dilatacao adrtica (ANIDJAR et al, 1990; GERTZ; KURGAN;
EISENBERG, 1988). No nosso estudo, observamos uma nitida correlacdo positiva
entre ao grau de inflamagao e os diametros adrticos. Mais ainda, assumindo que o
espessamento da parede das aortas deva refletir o comprometimento inflamatério
dessas paredes, observamos uma correlacdo positiva entre esse parametro e o
didmetro das aortas, ou seja, quanto mais extensa a inflamagcdo, maior foi o
espessamento da parede da aorta e maior foi o didmetro atingido pela dilatacdo da
mesma. Esses resultados foram semelhantes ao encontrados por Carsten et al.
(2001) num modelo diferente do nosso. Segundo alguns autores, a diminuicdo da
resposta inflamatoria parece inibir a dilatagdo aortica em modelos animais, sendo o
contrario verdadeiro quanto a freqtiéncia e o tamanho dos aneurismas (RICCI et al.,
1996; FREESTONE et al., 1995).

A andlise morfométrica apresentou um espessamento da camada média,
aumento do colageno e diminuigédo de fibras elasticas sugerindo atuacao das MMP-2
e 9 na parede aértica. No grupo AAA, onde os niveis de ambas as formas de MMP-2
e MMP-9 foram elevados, houve degradacao macica de fibras elasticas, associada
ao aumento na quantidade de colageno. De acordo com Baxter et al., (1994) na fase
inicial do desenvolvimento de aneurismas, a quantidade de colageno ¢é
desproporcionalmente maior comparada a quantidade de fibras elasticas. Essa
destruicdo de fibras elasticas pelas MMPs levaria a um aumento compensatério da
sintese de colageno, resultando no aumento da circunferéncia da aorta.
Consequentemente, as fibras elasticas deficitdrias ndo suportariam a sobrecarga
hemodinamica, facilitando a dilatacdo do vaso com alteragdo do fluxo sanguineo.

Baseando-se nestes relatos, podemos sugerir que neste modelo, as MMP-2 e MMP-
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9 atuam tanto no remodelamento vascular (BOYLE et al., 1998; SAKALIHASAN et
al., 1996) como na degradacao continua de fibras elasticas e, consequente,
expansao do vaso (THOMPSON et al.,1995; MCMILLAN et al., 1995).

Aneurismas de aorta abdominal sdo caracterizados, em parte, por uma
resposta inflamatéria importante na parede vascular que leva ao remodelamento de
todas as suas camadas, inclusive da adventicia (PATEL et al., 1996; FREESTONE
et al.,, 1995). Entretanto, a importancia dessa camada nas doencas vasculares tem
sido pouco explorada e, s6 recentemente, a adventicia tem sido descrita como um
regulador homeostatico na patogénese de doengas cardiovasculares, como
reestenose pds angioplastia coronariana (LONGO et al., 2002; SALSAC; SPARKS;
LASHERAS, 2004) e aneurismas da aorta abdominal (LONGO et al., 2005). Com
efeito, varios estudos tem mostrado que em diferentes formas de doenca
cardiovascular, a adventicia quando lesada, ndo somente encontra-se infiltrada por
macrofagos e células T (LONGO et al., 2005; PATEL et al., 1996; NEWMAN et al.,
1994), mas também mostra um aumento na replicagdo e diferenciacdo de
fibroblastos em miofibroblastos (THOMPSON et al., 1995). Fibroblastos adventiciais
ativados geram sinais quimiotaticos que recrutam uma série de mediadores
inflamatérios para o tecido perivascular (MAIELLARO; TAYLOR, 2007). Esses
aspectos dao suporte a “outside in hypothesis", no qual a inflamacao vascular
iniciada na adventicia pode progredir em direcdo as camadas mais internas,
acometendo toda a parede vascular (MAIELLARO; TAYLOR, 2007). Por outro lado,
apesar de algumas condi¢cdes do fluxo sanguineo influenciarem na inflamacao
vascular intramural, os mecanismos em relacdo a estas influéncias permanecem
obscuros. Sabe-se que o fluxo laminar unidirecional modula a expressdo de genes

antiinflamatorios, antitromboéticos e antiadesivos em cultura de células endoteliais
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(SHO et al,, 2004). Em contraste, a reducao e as oscilacbes nas forcas de
cisalhamento promovem a expressdo de agentes pro-inflamatorios em cultura de
células endoteliais (CHENG et al., 2006; HSIAI et al., 2001). A estenose da aorta, em
nosso modelo, altera potencialmente o fluxo laminar gerando zonas de aceleracao,
desaceleracdo e fluxo turbulento como descrito por modelos semelhantes de
estenose de artérias, encontrados na literatura pertinente (NESBITT et al., 2000;
CHENG et al.,, 2006; PRADO et al., 2006). Neste modelo, através do Doppler,
confirmamos a geragdo de fluxo turbulento no segmento pds-estendtico,
proporcionando ambiente pro-inflamatério com contribuicdo fundamental para o
desenvolvimento dos aneurismas. A associacao destas alteracdes a lesdo vascular
na camada mais externa da aorta levaria ao aumento da expressao de fatores proé-
inflamatérios, especialmente células inflamatérias, promovendo secrecéo e ativagao
das MMP-2 e MMP-9. Varios mecanismos podem estar envolvidos nesse processo e
um deles, a provavel producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), esta
atualmente sob investigacdo em nosso laboratério. Embora ndo tenhamos analisado
a formacdo de ROS neste estudo, outros trabalhos tém sugerido que alteracdes
hemodindmicas promovem o recrutamento de células inflamatérias (GIMBRONE et
al., 1999) responsaveis pela formagdo de ROS implicadas no desenvolvimento de
AAAs (KUNSCH; MEDFORD, 1999). O aumento de ROS pode promover um
aumento da expressao e da atividade das MMPs 2 e 9 (GALIS; KHATRI, 2002; VAN,
2002). Assim, € possivel que o aumento do estresse oxidativo em aortas com
alteracées hemodinamicas, pode ser o responsavel pelo aumento na atividade das
MMPs (PARKS, 2002).

Por fim, as MMPs continuam a representar um foco importante de pesquisa

para a ciéncia e investigacdo clinica de aneurismas. Muitas teorias tradicionais da
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fisiopatologia dos aneurismas j& foram abolidas através da elucidagdo de alguns
mecanismos de ativacdo das MMPs. No entanto, o processo desencadeante que
ativa a continua degradacao da elastina, permitindo a dilatacdo e a formacao dos
aneurismas ainda nao foi completamente identificado. A capacidade de
desenvolvimento de novas terapias para prevengdo de doencgas vasculares
depende, em parte, da compreensdo dos eventos criticos envolvidos na cascata
inflamatéria associadas ao remodelamento vascular, especialmente no AAAs, e este

novo modelo pode ajudar a elucidar estes mecanismos.
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8. CONCLUSAO
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8. Conclusao

Nossos resultados sugerem que tanto a lesdo vascular externa quanto as
alteracdes hemodinamicas ativam as MMP-2 e 9, as quais sdo importantes no
desenvolvimento de AAAs. Este novo modelo podera ajudar a compreender o0s
mecanismos que desencadeiam a secrecao e ativacdo dessas enzimas. Entretanto,
novos estudos deverdo ser direcionados no sentido de elucidar o papel de cada

MMP no desenvolvimento do aneurisma.
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ANEXOS A — FIXADORES E COLORACOES
e Formol a 3,7% em PBS

Foram misturados 10 mL de formol a 3,7% e 90 mL de PBS para um voluma final de

100 mL.
¢ Hematoxilina e eosina

As laminas foram desparafinizadas em série decrescente de alcodis e lavadas em
agua corrente. Em seguida, coradas pela hematoxilina de Harris por 3-5 minutos.
Lavadas em agua corrente e diferenciadas em solugéo alcool-acido a 1% e lavadas
por 15 minutos. Apds foram coradas com solucdo de eosina-floxina por10 a 30
segundos e passadas em alcool 95% para retirada do excesso de corante. As

laminas foram desidratadas, diafinizadas e montadas.
e Resorcina

Para realizacdo desta coloracdo, foi seguido o KIT para Resorcina-Fuscina de
Weigert (Erviegas; EP-12-20010). Inicialmente as laminas foram desparafinizadas
em xilol por 5 minutos, hidratadas em alcool 99%, 95% e 70% e lavadas em agua
corrente. Foram colocadas 30 ml de Persufato deixando por 50 minutos, e lavadas
em agua corrente por 5 minutos. Em seguida as laminas foram imersas em alcodis
70% e 95% por duas vezes sendo secadas. Apds, 30 ml de Resorcina foram
colocados sobre as laminas agindo por 50 minutos. As laminas foram lavadas em
agua corrente por 5 minutos, diferenciadas, e limpas com alcool 70%. Em seguida
foram lavadas em agua corrente e colocadas 30 ml de diferenciador alcool-acido por
10 segundos, sendo lavadas novamente em agua corrente por 3 minutos. Apds as
laminas foram desidratadas em série de éalcool até o xilol e montadas com VER-

MOUNT (EP-MOUNT/500 e 100 ml).
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e Picrosirius Vermelho

As laminas foram desparafinizadas e hidratadas em série decrescente de alcodis e
lavadas em agua corrente. Foram deixadas em solucdo de acido fosfomolibdico a
2% por 2 minutos e lavadas em agua. Em seguida deixadas em solucédo vermelho da
Siria a 0,1% por 90 minutos e lavadas em &gua corrente. As laminas foram
passadas pelo HCL 0,01N por 2 minutos e lavadas em agua corrente. Por ultimo,

foram desidratadas, diafinizadas e montadas.
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ANEXO B — REAGENTES E SOLUCOES
e Solucao salina a 0,9%

Foram dissolvidos 9 g de NaCL em 1 litro de 4gua destilada.
e PBS

Foram dissolvidos 8,17 de NaCL, 0,36 g de fosfato de sédio monobasico, 1,05 g de
fosfato de sodio dibasico e completado para um volume final de 1 litro com agua

destilada. O PH foi ajustado para 7,4 com NaOH 2M.
¢ Hematoxilina de Harris

Em um baldo volumétrico foram misturados 1000 mL de agua destilada quente e 5 g
de cristais de hematoxilina dissolvidos em 50 mL de alcool absoluto. Deixamos
ferver por 1 minuto. O baldo foi removido do fogo e acrescentado 2,5 g d éxido
vermelho de mercurio. Em seguida, o baldo foi nhovamente levado ao fogo até a
solucéo tornar-se cor purpura escura. Foi retirado do fogo, resfriado rapidamente e a

solucéo filtrada.
e Solucao Alcool-Acido 1%

Foram misturados 99 mL de alcool 70% e 1 mL de acido cloridrico concentrado.
e Eosina-Floxina

Foram misturados 62,5 mL de solugcéao estoque de eosina a 1% 6,25 mL de solugao

estoque de floxina a 1% e 487,5 mL de &cido acético glacial.
e Acido Fosfomolibdico
Foram dissolvido 2g de acido fosfomolibdico em 100 mL de agua destilada.

e HCL 0,01N
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Foi diluido 1 mL de HCL 1N em 100 mL de agua destilada.
e HCL1N

Foram dissolvidos 41,25 mL de &cido cloridrico concentrado em 458,75 mL de 4gua

destilada.
¢ Vermelho da Siria (Sirus Red)

Foi misturado 0,1 g de vermelho da Siria em 100 mL de solugao de acido picrico.
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ANEXO C - SOLUGCOES E MATERIAS UTILIZADOS PARA REALIZAGCAO DA

ZIMOGRAFIA

e Zimografia e eletroforese para MMPs pelo sistema SDS-PAGE

v" Solugédo de Acrilamida 30% e Bisacrilamida 0,8%: Acrilamida (30 g),
bisacrilamida: (0,8 g) e agua destilada g.s.p 100 mL. (6% no gel de largada e 12%
no gel de corrida).

v' Tampao do Gel de Separacéo 4 x Tris HCI/ SDS - pH 8,8: Tris Base: 91 g
em 300 ml de agua destilada, HCI 1 N para ajustar pH para 8,8, agua destilada g.s.p
500 mL e SDS: 2 g.

v' Tampao do Gel de Largada 4 x Tris HCI/SDS — pH 6,8: Tris Base: 6,05 g em

40 mL de agua destilada, HCI 1 N para ajustar o pH 6,8, agua destilada qg.s.p
100 mL e SDS : 0,66 g.

v Persulfato de Aménio (APS) 10%: APS: 1,0 g e Agua destilada q.s.p 10 mL.

v' Gelatina 40 mg/ml (w/v): Gelatina: 1,0 g e 4gua destilada: 20 mL.

v' Tampao de Corrida 5x : Tris Base: 15,1 g, Glicina: 72,0 g, SDS: 5,0 g, agua
destilada g.s.p 1000 mL (Diluido 1x quando usado).

v" Solugao Renaturante Triton X-100 a 2 % (v/v): Triton X-100 10 mL em &gua
quente e agua destilda g.s.p. 500 mL.

v' Tris.HCI 1 M —pH 7,4: Trizma Base (Tris): 121 g, HCI 1 N para pH para 7,4.

v' Tampao Tris a 50 mM com CaCl2 a10 mM — pH 7,4: Tris.HCI 1 M pH 7,4: 50
mL em agua destilada g.s.p 1000 mL e CaCl2. 6 H20: 2,2g.

v Corante Coomassie Blue: Metanol 30 %, Acido acético 5%, Coomassie
Blue G-250 0,05%.

v Descorante: Metanol 30 %, Acido acético 10 %.

v" Tampéao de Amostra Nao Redutor 2 X: Tris HCI/SDS (4x) - pH 6,8: 25,0 mL
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v" Glicerol: 20,0 mL, SDS: 4 g, azul de bromofenol: 1,0 mg dentro do dessecador e
agua destilada g.sp. 100 mL.
v" Solucao de encolhimento: Metanol 50%, Glicerol 5 %.
v' Tampao de extracao: CaCl2 10 mM, Tris 20 mM pH 7.4, Fenantrolina 1 mM,

PMSF 1 mM, NEM 1 mM.

e Zimografia in situ
1. Preparo de camara umida (uma para cada substrato);
Preparo da Solucao de Dg Gelatin (A):
v' 2ul de Dqg gelatin — 18uL de Tris CaCly;
v" Deixar no gelo.
(Aplicado 20 pL em cada corte).
2. Preparo da Solucédo de Dqg Gelatin com inibidores (B e C):
v' 2ul de Dqg gelatin — 18uL de Tris CaCly;
v" Deixar no gelo.
(Aplicado 20uL em cada corte).
3. Aplicagéao:
v Disposicao das laminas na camara umida;
v' Aplicacdo de 20uL de cada solucdo em seus respectivos cortes; esperar 1
hora, no escuro;
v' Lavadas 5 vezes com PBS; na dltima lavada, esperou-se 5 minutos;
v" Aplicagao de 20 L de PFA 4% em cada corte; espera de 10 minutos;
v' Lavada 1 vez com PBS;
v" Colocacao de laminulas previamente limpas;

v' Fotografia das imagens (40x).
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- Observacao: Quando os cortes apresentavam-se muito fluorescentes, o excesso foi

lavado com PBS; as laminas foram fotografadas no mesmo dia.

e Equipamentos utilizados nos experimentos

v' Centrifuga (CELM - 3 plus);

v" Banho Maria (Nova Etica);

v Estufa (Soc. FABBE ltda);

v" Fonte de eletroforese (Eletroforesis Power Supply-EPS 301);
v' Sistema de fotodocumentacao (Kodak EDAS 200);

v Balancga de precisédo (Shimadzu AY220);

v" pHmetro (incibras);



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

