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RESUMO

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que o baisw @@ nascer esta associado a um
aumento dos casos de hipertensdo na vida adufferistdo uma ligagéo entre a desnutricao
fetal e o aparecimento de doencas cardiovascugaresais. O principal objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da desnutricdo e da mangédaserotoninérgica sobre a morfologia
renal. Oitenta ratos machos, albinos da linhayéistar foram divididos em quatro grupos
(n=20, cada): Nutrido Salina (NS); Nutrido Fluoxeti (NF); Desnutrido Salina (DS);
Desnutrido Fluoxetina (DF); sendo os mesmos pesadaganasiados aos 30° e 71° dias de
vida. Logo apos os rins foram fixados em Carnoyoegssados para a rotina histolégica. Na
analise morfométrica um sistema semi-automaticopetatdorizado foi utilizado. Os animais
do grupo NF (30 dias) apresentaram reducéo do geporal numa fase precoce da vida. A
desnutricdo também acarretou déficit ponderal geesigiiu até uma fase tardia do
desenvolvimento. No grupo DF foram observadasaglers histoloégicas como reducdo do
espaco urinario e da luz dos tdbulos renais, highderidade glomerular e acentuado
congestionamento vascular. A analise morfométriostrau que o nimero de corpusculos
renais no grupo DS apresentou diferenca signifiaagthNOVA, Dunnett’s Methodquando
comparados ao grupo NS. O grupo tratado com flumx€B0 dias) apresentou aumento no
namero de corpusculos renais com relacdo ao centhsl médias das areas dos glomérulos e
corpusculos renais dos DS apresentapaf05 quando comparadas ao controle. A diferenca
das médias das areas dos espacos urinarios fdicagma dentro dos DS e NF. O presente
estudo demonstrou que as alteracdes histologicser\a@mlas nos animais desnutridos foram

mais acentuadas naqueles tratados com fluoxetigarisdo um modelo de falha renal.

Palavras-chave Morfologia renal; desnutricdo; manipulacdo sanotérgica; fluoxetina.
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ABSTRACT

Epidemiological studies have shown that low birthight is associated with an increased
incidence of hypertension in adult life suggestnnk between fetal nutrition, development
and adult cardiovascular and renal diseases. Tiheigel objective of the present study was
evaluating the effects of malnutrition and seratengic manipulation upon kidney
morphology. Eighty male albindVistar rats were divided into four groups (n=20, each):
Saline Nourished (NS); Fluoxetine Nourished (NFyirg Malnourished (DS) ;Fluoxetine
Malnourished (DF); that were weighed and sacrifie¢dB0 and 71 days of life. After the
kidneys were fixed with Carnoy, and processed fstological routine. To morphometrical
analysis a computadorized semiautomatic systemusad. The animals of NF group had
presented reduction in the body weight in an ephgse of the life. The malnutrition also
caused ponderal deficit that persisted until aylgphase of the development. In DF group
were observed histology alterations like reductpace urinary and light of renal tubules,
glomerular hypercellularity and accentuated vagcuiangestion. The morphometrical
analysis showed that the number of renal corpuscinegroup DS presented significant
difference (ANOVA, Dunnett’'s Method) when compated\NS. The Fluoxetine group when
compared to the control showed an increase in timber of renal corpuscules at 30 days.
The averages of the areas of the glomerulus aral pempuscules of the DS had presented
comparativep<0.05 when the nourished group corresponding. Tifereince of the averages
in the areas of urinary spaces was significantdsnssf DS and NF. The present study
demonstrated that histological alterations in rehed animals more had been accented those

dealing with fluoxetine, suggesting a renal failoredel.

Key words: Renal morphology; malnutrition; serotoninergicmpailation; fluoxetine
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1. INTRODUCAO

1.1. Breve revisao sobre o sistema serotoninérgico

Os sistemas de neurotransmissores estdo envolvidas modulacdo do
desenvolvimento e crescimento. Dentre estes, dest0 sistema serotoninérgico o qual, é
constituido por neurénios que produzem e liberamratonina e por todos 0s seus receptores.
O sistema serotoninérgico constitui um tema de granteresse para os estudos sobre
desenvolvimento pela extenséo e diversidade de fengées (JACOBS; AZMITIA, 1992;
MAGALHAES, 2000).

A serotonina (5-HT, Figura 1) exerce suas func@esvés da interacdo com seus
multiplos e variados receptores (BARNES; KARP, 19%%tes podem estar localizados em
diferentes tipos de células endoteliais e ependasiae estdo divididos em sete classes
distintas (5-HT a 5-HT;) sendo identificados ainda, 14 subtipos (HOYER; NHON;

MERTIN, 2002).

Figura 1 — Estrutura molecular da serotonina (Fomtew.farmacia.ufr].by.

A bioamina 5-HT pode ser encontrada em variosssécorpo, entre eles, na parede
intestinal, nas plaquetas, no sistema nervoso aleWILKINSON; DOURISH, 1991) e
como substancia autocrina ou paracrima intra-rens regula a absorcdo de fosfato

(BERNDT et al., 2001). A serotonina no Sistema MeovCentral (SNC) desempenha varias
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funcdes como neurotransmissor exercendo efeitosiladdios sobre a excitabilidade neural
em varias regides do cérebro. Além de sua acdo cmumtransmissor, a 5-HT apresenta,
também funcbes de regulacdo sobre o crescimentdeddos neurais e ndo neurais
(LAUDER, 1990; LAUDER et al., 2000; BUZNIKOV; LAMBRT; LAUDER, 2001).

Alguns trabalhos experimentais confirmam que ateenoa (5-HT) pode influenciar a
embriogénese e o crescimento (PALEN; THORNEBY; EMAISSON, 1979; WHITAKER-
AZMITIA, 1991; DEIRO et al., 2004), presumivelment@or agir como sinal de
desenvolvimento (YAN; WILSON; HARKING, 1997) ou caomfator neurotréfico
(LAUDER; WALLACE; KREBS, 1981; LAUDER et al., 199REIRO et al., 2004).

Em camundongos a 5-HT participa da morfogéneseddgios (YAVARONE et al.,
1993), através dos seus receptores. Dentre osdgosceptores da serotonina, o receptor 5-
HT, exerce um papel importante na regulacdo da pratif® diferenciacdo de células ndo

neuronais, durante o desenvolvimento embrionadJRER et al., 2000).

1.2. Desnutricao e suas repercussoes para o sistema serotoninérgico

Em paises subdesenvolvidos a ma-nutricdo é aindgraiema sério de saude
publica. As consequéncias clinicas dessa doengndem de diversos fatores, em especial a
gravidade e a duracéo das deficiéncias nutritMadITEHEAD; ALLEYNE, 1972).

A desnutricdo materno-infantil € uma das principsasisas responsaveis pelo alto
indice de mortalidade infantil ainda registrado masso pais. Grande parte da populacao
brasileira é considerada carente com baixo podeisiigo e vitima de uma nutricdo
inadequada (CASTRO et al.,, 1989). Criancas deslastrapresentam-se com deficiéncia
imunolégica e maior risco de contrairem infeccba®m de consideravel atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor (GRANTHAM et a@82; TOURINHO,1992).

Estudos experimentais mostraram que a desnutrigitnapal causa alteracdes

permanentes na morfofisiologia do SNC e em orgaasuttos sistemas (coracao, intestino,
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tecido O0sseo e rim), desencadeando patologias de adulta (BRONZINO et al, 1990;
TABER et al., 1980; BARKER, 1995; GIETZEN et dl996). Esses estudos demonstraram
ainda que a administracéo de dietas hipoprotéigeente a gestacdo em ratas resultaram em
pequenas linhagens quando comparadas aquelas tagdasmrom um teor normal de proteina
(LANGLEY-EVANS; NWAGWU, 1998).

A desnutricdo pode alterar também os sistemas di®tn@nsmissores (CHEN et al.,
1995; MANJARREZ et al., 1994) dentre eles o sistsgm@toninérgico (CHEN et al., 1995).
No rato, os primeiros neurdnios produtores de eeiah aparecem entre o 12° e 14° dia de
gestacdo (LAUDER; BLOOM, 1971). A desnutricdo nizim da vida de ratos pode provocar
reducdo na densidade das fibras serotoninérgicers eitios de captagdo da serotonina, no
hipocampo (BLATT et al., 1994).

A desnutricao cronica desencadeia aumento nas moaceées da 5-hidroxitriptamina
e de seu principal metabdlito, o acido 5-hidroxiiladético (SOBOTKA; COOK; BRODIE,
1974) e alteracdo dos niveis de serotonina e datetwms em diferentes regibes cerebrais
(HISATOMI; NIIYAMA, 1980). Mesmo em casos de per@odnais curtos de restricao
alimentar em ratos neonatos, verificou-se umaagé& no metabolismo da 5-HT, além de
alteracdes nos niveis de outras substancias comopamina (HISATOMI; NIIYAMA,
1980).

Um suprimento adequado de nutrientes € impres@hddara a manutencdo do
crescimento em todos 0s sistemas organicos, assmo Para o desenvolvimento de suas
respectivas funcdes (LEVITSKY; BARNES, 1972; LYNCBMART; DOBBING, 1975;
MORGANE et al., 1993). Sendo assim, a desnutricéongiderada um dos principais fatores
ndo genéticos que pode afetar o desenvolvimen@nmg (MORGANE et al., 1993). E as
repercussées de uma desnutricdo precoce sobreemaiserotoninérgico podem estender-se

até a idade adulta (ISHIDA, NAKAJIMA; TAKADA, 1997)
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1.3. Alteracdes renais em funcdo da deficiéncia nut  ricional

Animais submetidos a restricdo alimentar, durantgda intra-uterina, apresentam
peso corporeo reduzido e alguns oOrgaos tem seunddgnento mais afetado, como o
figado, pancreas e o rim. A deficiéncia em protina gestdo compromete a nefrogénese,
com reducdo do numero de néfrons na prole (MERLENEHOU et al., 1994; LUCAS et
al., 1997; LANGLEY-EVANS; WELHAN; JACKSON, 1999).df1dos epidemiolégicos tém
mostrado que o baixo peso ao nascer esta assoaiagm aumento da incidéncia de
hipertenséo na vida adulta (BARKER et al., 1990¢§esindo uma ligacao entre a desnutricao
fetal e o aparecimento de doencas cardiovasculares.

Drasticas mudancas morfofuncionais sé@o visualizadasoscopicamente quando
determinadas agressdes acontecem numa etapa velnécddesenvolvimento (NOVACK;
EISENMAN, 1981). As alteracbes podem ser parciatmegversiveis ou ndo, em funcao da
magnitude das agressfes e dos fatores ambientaiguas estdo submetidos os individuos
(LEVITSKY, BARNES, 1972).

Sabe-se que 0 jejum aumenta a resisténcia vaseual, reduz o fluxo plasmatico
renal, e leva a uma gradativa reducdo na filtragfémerular. Quatro fatores determinam a
filtracdo glomerular (BRENNER; LAWER; MACKENZIE, 88), o fluxo plasmatico renal, a
pressao oncotica sistémica, a diferenca de présmdcapilar e o coeficiente de ultrafiltracdo
glomerular. Brenner Et al (1988) referem que a¢édwda area de filtragcdo glomerular no rim
deve-se a um decréscimo no numero de glomérulas redoarea de filtracdo glomerular,
conduzindo a uma retencao de sddio e subsequenensuna pressao sanguinea arterial.

Ha evidéncias que a deficiéncia dietética de sqmiide determinar, através do
aumento de renina plasmaética, retardo de cresoin@ntanimais jovens (RAY et al 1992),
sendo mais sensiveis as células imaturas, em abpsccélulas renais, relacionadas com o

transporte de sédio (OSTLUND et al., 1993).
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1.4. Inibidores da recaptacéo da serotonina

Intervencdo farmacoldgica no sistema serotoninérgade ser realizada em diversas
etapas do metabolismo da 5-HT: na sintese, no amaamnto ou na liberacdo do
neurotransmissor (BORNE, 1994; GRAEFF, 1998). Hégds que atuam sobre receptores
serotoninérgicos, potencializando ou inibindo aoadd bioamina, podendo inclusive, inativar
sua recaptacao nos terminais nervosos ou afetanaelolismo (GRAEFF, 1998).

Os inibidores de recaptura da 5-HT levam a um atonda serotonina na fenda
singptica (YONEMURA et al.,, 1991) e consequentemepbtencializam a acdo desse
neurotransmissor. Os Inibidores Seletivos de Reacapt da Serotonina (ISRS), como a
fluoxetina, citalopram e zimelidina sdo usados c@mtidepressivos (MAGALHAES, 2000;
SILVEIRA, 2000). O uso de antedepressivos, do tipbidor da recaptacdo da serotonina,
tem aumentado nos Ultimos anos na pratica neupal@gipsiquiatrica. Como sao drogas de
introducdo, pouco se sabe sobre seus efeitos satamgrecoces e tardios.

A fluoxetina (Figura 2), derivado propilaminico lgto, € um inibidor potente e
seletivo da recaptura de 5-HT nas fendas sinaptitasSNC e possui também efeito
anorexigeno. A absorcdo gastrintestinal é boa, itdon dos efeitos entre a primeira e a

quarta semana e € excretada por via renal e (RYALLAZZI; GREZESIUK, 1999).

FC O —CHCH,CH,NHCH,

Figura 2 - Estrutura quimica da fluoxetina (Fontevw.afm.org.br/dependendia
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Ratos tratados com ISRSs demonstram reducédo nanhamao peso corporal e no
peso de diversos 0Orgdos. Tais achados evidenciapapel trofico da serotonina no
desenvolvimento de tecidos (MAGALHAES, 2000; DEIRCal., 2002).

O uso de inibidores da recaptacao de 5-HT, conmtidepressivo fluoxetina € capaz
de regular a reabsorcdo de fosfato no interstéialr((BERNDT et al., 2001). De acordo com
essa hipotese, niveis elevados de serotonina erstiicio renal aumentariam a excrecdo de
fosfato, acarretando um aumento da reabsorcdo die sdnivel de tdbulos renais, com
repercussfes para o organismo como um todo.  efeigressao farmacoldgica sobre os
sistemas de neurotransmissao, particularmente tenmssserotoninérgico, merece atencao
especial, pois este sistema elicia ou modula umplaarariedade de funcdes do sistema

nervoso central (CHOPIN et al., 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de antidepressivos no tratamento de criapcaslolescente com quadros
depressivos, tem crescido substancialmente, o quaranhaver necessidade de se obter
informagdes acerca do efeito dessas drogas sobesenvolvimento dos diferentes tecidos
organicos. Trabalhos experimentais demonstraram muéas dessas drogas, como a
fluoxetina, utilizada durante o periodo neonatajema sobre o sistema serotoninérgico
atuando sobre o desenvolvimento somatico e sensimtor e sobre o padrdo adulto dos
comportamentos agressivo e alimentar (BARROS, 1BBSGALHAES, 2000; MANHAES
DE CASTRO e col., 2001; DEIRO et al, 2002).

O estudo da reducao de peso em animais desnuteishosnportancia tanto do ponto
de vista experimental como clinico, devido a didade de rea¢des do organismo desnutrido
mediante agressdes durante o desenvolvimento @me¥go. Considerando-se a desnutricdo
uma realidade, principalmente na regido Nordest®m@sil, estudos que determinem suas
consequéncias sobre o desenvolvimento de orgaais Wbracdo, figado e na nossa analise,
especialmente os rins), sdo de extrema relevarcizaracterizacdo de alteracbes estruturais
gue possam contribuir no esclarecimento de algulnascas.

Sabe-se também, que alteracbes na estrutura redampdeterminar importantes
modificagbes funcionais, sendo assim, 0 presentgl@ssugere a necessidade de serem
empreendidas andlises das estruturas renais, pasalarecimento dessas modificacdes em
animais submetidos ao estado de desnutricdo enflabricia do uso de drogas inibidoras da
recapatacao de serotonina, durante o periodo raonat

Desta forma, o presente estudo, fazendo uso daoato modelo experimental, para
avaliacdo do desenvolvimento, podera fornecer digsspara uma melhor compreensao dos
eventuais efeitos causados por agressdes nutigie@fau farmacoldgicas no tecido renal
durante o periodo neonatal, e dessa forma esdasecepossiveis repercussdes destas

agressoOes sobre o crescimento e desenvolvimentmdo
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar as repercussodes decorrentes do efeito slautlecéo e/ou da manipulagéo do
sistema serotoninérgico através do uso de um mitsdletivo da recaptacdo da serotonina

(fluoxetina) sobre o crescimento do rim de ratos.

3.2. Especificos

3.2.1. Avaliar o peso corporeo dos animais aos BD @ias de vida.

3.2.2. Analisar a morfologia renal de animais d&wmhos e/ou sob manipulacdo

serotoninérgica.

3.2.3. Avaliar a area dos corpusculos e dos glolm&€menais dos animais desnutridos e/ou
sob manipulagdo serotoninérgica.

3.2.4. Determinar o tamanho do espaco urinario doBnais desnutridos e/ou sob

manipulacéo serotoninérgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados oitenta ratos albinos da linhad®istar, com 30 e 71 dias de vida,
provenientes do biotério do Departamento de Nurigia Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em ambiaente temperatura de 231°C, num
controle de ciclo de iluminacéo (12 horas, cla®hbras, escuro). Os mesmos tiveram livre
acesso a agua filtrada e racédo padréo do bioteABINA-Purina do Brasil, contendo 23%
de proteina).

Para obtencédo dos animais experimentais foram ladasaratos com idade entre 90 e
120 dias, na proporcdo de um macho para duas férmealiagnostico da prenhez foi
realizado inicialmente pela observacdo do tamp&msabe a afericdo do peso corporal, que
foi feito a cada trés dias. Confirmado o estadagestacdo, as ratas foram separadas dos
machos e alojadas individualmente em gaiolas-mdtzte.

Um dia ap6s o nascimento dos filhotes foram caridis ninhadas de seis neonatos
por mée. Foram escolhidos somente animais macmogeso entre 6 a 8 gramas. Os animais
foram distribuidos entre as mées néo existindotf#h de uma mesma ninhada nos grupos

experimentais.

4.2. Modelo Experimental

Os animais experimentais foram divididos em doiandes grupos (Nutridos e
Desnutridos), com 40 animais cada. O grupo nutiedsubdividido em dois grupos com 20
animais cada (Nutrido SalinaNS e Nutrido Fluoxetina NF). O grupo desnutrido também
foi subdividido em dois grupos com 20 animais c@desnutrido Salina BS e Desnutrido

Fluoxetina -DF), (Figura 3).
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GRUPOS EXPERIMENTAIS
(RATOS WISTAR AOS 30 E 71 DIAS

. 3 . 3

Nutridos(N) Desnutridos(D)
(n=40) (n=40)
& & & &8
Salina Fluoxetina Salina Fluoxetina
(NS) (NF) (DS) (DF)
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

Figura 3 — Organograma dos grupos experimentais com Yéistsraos 30 e 71 dias de vida

4.2.1. Manipulacdo Nutricional
Grupo Nutrido (N): Composto por filhotes amamensador nutrizes que receberam a

dieta padrdo utilizada no biotério, normoprotéicanc23% de proteinas (LABINA -
Agribrands Purina do Brasil, LTDA)AQexo 1).

Grupo Desnutrido §): Composto por filhotes amamentados por nutrizeg q
receberam uma dieta hipoprotéica, com 8% de pwetéldieta Basica Regional- DBR,
conforme Teododsio et al. (1990AnEexo 2. Apds o desmame, os filhotes receberam a dieta

padréo do biotério.

4.2.2. Manipulacdo Farmacoldgica

Os animais dos grupos nutrido e desnutrido forandlidios em dois grupos:

e Grupo Salina §): Tratados com solucéo fisiolégica de Cloreto dali® a 0,9%,
1mL/100g de peso corporal, via subcutanea, diangnentre 7 e 8 horas da manha,
do 1° ao 21° dia de vida.

e Grupo FluoxetinaK): Tratado com Fluoxetina na dose de 10mg/kg, 160glde
peso corporal, via subcutanea, diariamente enge8 horas da manha, do 1° ao 21°

dia de vida.
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4.3. Obtencdo da massa corpérea dos animais

A massa corpérea dos animais foi aferida em baldigjtal Filizola modelo MF-3,

com capacidade de 3kg e sensibilidade de 0,5ddades de 30 e 71 dias (Figura 4).

Figura 4. Demonstracao da afericao do peso corporeo dos @atdalanca digital Filizola MF-3.

4.4. Eutanasia e Coleta do material

Os animais dos diferentes grupos foram eutanasiao®s30 e 71 dias de vida para
estudo post morten Inicialmente foram anestesiados via subcutanea ctoridrato de
xilazina (Rompum®, Bayer; 0,03mL/100g de peso) etgmina (Ketalar®; 0,25mL/100g de
peso). ApOs a anestesia, foi feita a abertura dibrab para a retirada imediata do rim

esquerdo dos animais e encaminhamento para protasgahistolégico (Figura 5).

Figura 5. Procedimento da abertura do abdome para coletandcesquerdo. Abertura
cirargica no sentido cranio-caudal: Regido crafRalr) e Regido caudaRCa).

11
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4.5. Processamento histolégico das amostras renais

Com o auxilio de um bisturi, foi feito um corterital dividindo-se o 6rgdo em duas
partes iguais anterior e posterior, as quais fofiaadas em Carnoy por 45 minutos e em
seguida em alcool a 70% (Figura 6: A, B, C, D). apdfixacdo, foram desidratados em uma
bateria crescente de &lcoois (80 a 100°C), diaddoniz em xilol e incluidos em parafina. Em
seguida, realizaram-se cortes histologicos comssspa de 5um. Os cortes foram corados
pela técnica Hematoxilina-Eosina (H&EBnexo 3 e montados entre lamina e laminula com

resina sintética (Entell@hMerck).

Figura 6. Material renal para processamento histopatolédi¢dExcisdo do rimB) Material
renal em solucéo fisioldgica, para retirada dedtecindesejaveis;) Seccao do rim em duas
partes D) Material sendo colocado em recipiente com fixador.

12
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4.6. Analise morfométrica dos corpusculos e gloméru los renais

Apoés a montagem, as laminas foram avaliadas pasa@ha dos cortes que seguiram
para analise morfométrica. Foram realizadas as unag@es das areas dos corpusculos e
glomérulos renais, através de um microscopio oty MPUS BX 50. Este microscépio
foi aclopado a um microcomputador com programa papacédo de imagem, VCRIIl. De
cada lamina, foram obtidas 20 imagens de corpUsaelmais. Em seguida, através de outro
programaScion ImagenrBeta4.0:2, estas imagens dos corpusculos renais fewdometidas
a andlise morfométrica.

A partir dos valores médios obtidos calculou-se iferehca entre a area dos
corpusculos e a area dos glomérulos renais queitpernavaliacdo das areas dos espagos

urinarios (subcapsular).

4.7. Andlise Estatistica

As comparacdes entre 0s pesos medios, contagemrpigsculos e analise das médias
das &reas dos corpusculos, glomérulos renais, assim dos espac¢os urinario dos animais
nutridos e denutridos, com e sem o uso da fluoageforam realizadas pelo teste ANOVA, com

post hoade Tukey e Método de Dunnett’s ao nivel de 5%.

4.8. Aspectos Eticos

O protocolo experimental desenvolvido no preseratatho foi submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animaluniaersidade Federal de Pernambuco

(CCB- Oficio n° 40/05)Anexo 4).

13
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5.0. RESULTADOS

5.1. Peso corpéreo

Na idade de 30 dias observamos reducédo do peséreorfy) dos animais do grupo NF
quando comparado ao grupo N&@,05). O grupo DS também mostrou reducdo do peso
corporeo quando comparado ao grupo S0(05). O peso corpéreo do grupo DF nao
apresentou diferenca em relacéo ao grupo DS (Tabela

Tabela 1. Valores médios do peso corporeo de ratos aos&&0sdib efeitos da desnutricdo

e/ou manipulacao farmacologica (fluoxejina

GRUPOS PESO CORPORAL
30 DIAS
Nutrido salina (NS) 90,32 +5,91
Nutrido fluoxetina (NF) 82,64 +7,53
Desnutrido salina (DS) 27,35 + 588
Desnutrido fluoxetina (DF) 19,87 £ 2,93

Os resultados estdo representados com média eodemtido do peso corporal em gramas
com nivel de significancia(p<0,05Nutrido Fluoxetinavs Nutrido Salina,bDesnutrido Salina

vsNutrido Salina (ANOVA Dunnett’s Method

Aos 71 dias,de vida observamos que nao houve rediggeso corporeo dos animais
grupo NF quando comparado ao grupo NS. Porém codgdp apresentou reducdo do peso
corpéreo (g) quando ao grupo NIQ,05). O grupo DF néo apresentou diferenca quando
comparado ao grupo DS (Tabela 2).

Tabela 2.Valores médios do peso corpéreo de ratos aos glsdlaefeitos da desnutricdo e

/ou manipulacdo farmacologica (fluoxetina).

GRUPOS PESO CORPORAL
71 DIAS
Nutrido salina (NS) 292,7+17,13
Nutrido fluoxetina (NF) 283,3 = 26,60
Desnutrido salina (DS) 248,0 + 45%43
Desnutrido fluoxetina (DF) 227,3 £ 49

Os resultados estdo representados com média eodemtido do peso corporal em gramas

com nivel de significancia(p<0,05Pesnutrido Salinas Nutrido Salina, (ANOVADunnett's
Method

14
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5.2. Analise histoldgica

A avaliacao histoldgica dos rins de raistar com 30 dias, pertencentes ao grupo
nutrido fluoxetina (NF), revelou glomérulos renaiem acentuada reducdo do espaco
subcapsular (espaco urinario) quando comparadagm gontrole. Os tubulos contorcidos

desses rins (regido cortical) apresentaram-se agospcom reducéo dos lumens (Fighia

Figura 7 - Fotomicrografia dos rins de ratédé¢istar com 30 diasA) Grupo nutrido
salina (NS) com glomérulo renal (estrela) e espaguario (seta) preservadoB)
Grupo nutrido fluoxetina (NF) com acentuada redugécespaco urinario (seta) e
tubulos contorcidos agrupados com luzes reduzsida {ina). H.E.: 200X.

15
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O grupo nutrido fluoxetina (NF), além das alteracf@ereferidas, apresentou relevante

congestionamento da vascularizacéo e hipercelal@eido tufo capilar glomerular (Figura 8).

Figura 8 - Fotomicrografia dos rins de rat@gistar com 30 dias de vida. Grupo
nutrido fluoxetina (NF) com evidente congestionatoevascular (seta curva) e
hiperceluraridade glomerular (triangulo). H.E.: X00

Os achados histolégicos para o grupo desnutridnaséDS) revelaram reducdo dos
espacos urinarios e da luz dos tubulos contorciglésn de acentuada hipercelularidade no
tufo glomerular (Figura 9A). O grupo desnutridcofketina (DF) apresentou hipercelularidade
glomerular, com uma concentracdo maior de céelubdtadas para a periferia do glomérulo,
devido a uma proliferacdo do folheto parietal dgpscéa de Bowman, preenchendo
parcialmente o espaco subcapsular. Reducédo coésddlesta luz dos tabulos contorcidos

também foi observada e assim como pequenos glooséeai formacéo (Figura 9B).

16
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"d A A
[ % gyt 8
RIS NS gL r ety

Figura 9 - Fotomicrografia dos rins de ratos Wistar cond&® de vidaA) Grupo
desnutrido salina (DS) com reducéo dos espacoarigin(setas) e da luz dos tubulos
contorcidos (setas finas) e hiperceluraridade fdlomerular renal (trianguloB)
grupo desnutrido fluoxetina (DF) com hiperceluladd glomerular (triangulos),
reducdo da luz dos tubulos contorcidos (setas )fieasormacdo de pequenos
glomérulos (cruz), H.E.: 200X.
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Os animais do grupo nutrido salina (NS) com 71 dmwida apresentaram glomérulos
renais com espacos urinarios preservados e tulsolu®rcidos proprios da regido cortical
(Figura 10A). Todavia, as caracteristicas morfalagireferidas acima nao foram as mesmas
para o grupo nutrido fluoxetina (NF) na referidadd, evidenciando-se acentuada reducao do

espaco subcapsular (Figura 10B).

Figura 10 - Fotomicrografia dos rins de ratdéstarcom 71 diasA) Grupo nutrido
salina (NS) com glomérulo renal (estrela) e esmagapsular (seta) preservados.
Os lumens dos tubulos contorcidos apresentam-egra® (setas finasB) Grupo
nutrido fluoxetina (NF) com acentuada reducdo gmes subcapsular (seta). H.E.:
400X.

18
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Na figura 11A observamos que os animais do grupnwtedo salina (DS) com 71
dias de vida apresentaram reducdes do espacoiorsd@a luz dos tubulos contorcidos, e
hipercelularidade glomerular. O grupo desnutrideoxXketina (DF) apresentou, além das

referidas alteracdes ja mencionadas, um acentuadgestionamento vascular (Figura 11B).

Figura 11 - Fotomicrografia dos rins de rat@éistar com 71 diasA) Grupo desnutrido salina
(DS) com redugbes do espago urinario (seta) e zldds tubulos contorcidos (setas finas) e
hipercelularidade glomerular (triangul®) Grupo desnutrido fluoxetina (DF) com reducéo do
espaco subcapsular (seta), reducdao da Iluz dos otibuabntorcidos (setas finas),
hipercelularidade glomerular (tridngulo) e acentuacbngestionamento vascular (setas
curvas).HE.: 400X.
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5.3. Analise morfométrica

5.3.1. Contagem total do numero de Corpusculos Rena is

De cada grupo estudado, nutridos (NS-salina e dbxétina) e desnutridos (DS-
salina e DF-fluoxetina), cinco preparacdes forarhnwtidas a contagem do numero de
corpusculos renais, estabelecendo-se 50 campasudizacao por preparacdo. Observamos
aumento do numero de corpusculos renais no grup(2)eg + 1,40*) quando comparado ao
grupo NS (2,40 £ 1,29), aos 30 dias. Na mesma idadeupo DS (5,67 + 1,95*) exibiu
diferenca quando comparado ao grupo NS (2,40 4.12grupo DF néo apresentou aumento
desse numero quando comparado ao grupo DS. Aosaglodyrupo NF (2,52 £+ 1,31) néo
exibiu diferenca quando comparado ao grupo NS (2,439). Ja o grupo DS (6,57 + 2,40%)
apresentou diferenca (aumento do numero de cored$ayuando comparado ao grupo NS

(2,40 £ 1,19), aos 71 dias (Figura 11).

1800 b c
1600 - ljﬁ TT
1400 ~

1200 ~

ONS
1000 - m NF

800 a @abs
ODF

600 -

400 ~
200 ~

N° TOTAL DE CORPUSCULO RENAL

0 - —
30 DIAS 71 DIAS

Figura 12. Numero total de Corpusculos renais de ratos aos BD dias sob efeitos da desnutricdo e/ou
manipulacdo farmacoldgica (Fluoxetina) Os animaitsisios (N) foram amamentados por nutrizes
gue receberam a LABINA e os animais desnutridosafdg@mentados por nutrizes que receberam a
DBR. Os animais (N) e (D) foram divididos (n=10 apdratados (NF, DF, Fluoxetina = 10mg/kg)
e seus controles (NS.e DS, salina ) aos 30 e 81 @mresultados estdo representados como numero
total e desvio padréo com nivel de significanp0(05),a Nutrido Fluoxetinass Nutrido Salinap
Desnutrido Salinars Nutrido Salina,c Desnutrido Salinars Nutrido Salina ( ANOVA,Dunnett’s
Methog.
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5.3.2. Areas dos glomérulos renais, corpisculos ren  ais e espacos urinarios

Através do estudo morfométrico de rins dos animai® 30 dias nutrido fluoxetina
observamos que as areas (um?2) dos corpusculosrémilms renais ndo exibiram diferencas
quando comparadas ao grupo controle. Por outro, labeervamos reducdo do espaco
urinario que apresentou diferenca significativa aognais submetidos ao tratamento com a
fluoxetina quando comparados ao controle. No graesnutrido salina observam-se
diferencas significativas nas areas dos corpusaeloais, glomeérulos renais e dos espacos
urinarios quando comparados ao grupo nutrido sabB@ outro lado, dentro do grupo
desnutrido as alteracfes relacionadas as areasodmgsculos, glomérulos renais e espaco
urinario ndo foram estatisticamente significativeas relagdo aos animais submetidos ao

tratamento com a fluoxetina (Tabela 3).

Tabela 3. Areas dos corpusculos renais (um2), glomérulos Yen€spacgos urinarios (im3)
dos grupos nutrido (Salina e Fluoxetina) e destoit(Balina e Fluoxetina) aos 30 dias sob

efeitos da desnutricdo e /ou manipulacéo farmaaadfuoxetina)

Parametros Nutrido salina Nutrido fluoxetina Desnutido Desnutrido
salina fluoxetina

Corpusculo 266,01 + 43,72 261,80 + 47 185,20 £28 148,34 + 22,95

renal

Glomérulo 194,01 + 35,63 203,83 + 42,68 130,54 +28.25 101,36 + 19,73

renal

Espaco urinario 71,64 + 18,63 57,98 + 16,07 54,64 +11,12 46,98 + 9,49

Os resultados estdo representados em média e geslio com nivel de significancip<Q,05),a
Nutrido Fluoxetinavs Nutrido Salina,b Desnutrido salina vs Nutrido salina.(ANOVBunnett’s
Methog.

21



MELO.S.A.P. Efeitos das agressdes nutricional e farmaaradg

Aos 71 dias, no grupo nutrido fluoxetina as médias areas dos glomérulos renais e
espaco urinario exibiram reducao significativa gleagomparadas ao grupo nutrido salina
(controle). Por outro lado, os glomérulos renaisgdgpo nutrido fluoxetina ndo exibiram
diferenca quando comparado ao respectivo conflaegrupo desnutrido salina as médias das
areas dos glomeérulos renais, corpusculos renagpa&ce urinario exibiu diferenca quando
comparados aquelas do grupo nutrido salina. Nontmta grupo desnutrido salina nao

apresentou diferenca quando comparado ao grupaotdesnfluoxetina (Tabela 4).

Tabela 4. Areas dos corpusculos renais (um?2), glomérulos paméspacos urinarios (um2) dos
grupos nutrido ( Salina e Fluoxetina ) e desnut(ffalina e Fluoxetina) aos 71 dias sob efeitos da

desnutricdo e/ou manipulacdo farmacoldgica (fluoggt

Parametros Nutrido salina Nutrido Desnutrido Desnutrido
fluoxetina salina fluoxetina

Corplsculo 527,19 +93,90  488,14+10040161,04 + 80,76 428,16 + 76,78
renal
Glomérulo 373,32+ 73,08 358,53 +76,5831,35+68,2%4 327,33 +62,77
renal
Espaco urinario 154,11 + 45,63 129,57 + 425430,31 + 26,50 100,05 + 27,51

Os resultados estédo representados em média e gesli@o com nivel de significancip<Q,05),a
Nutrido Fluoxetinavs Nutrido Salina,b Desnutrido salinars Nutrido salina (ANOVA,Dunnett’s
Methog.
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6. DISCUSSAO

A desnutricdo é considerada um grave problema ddesaublica no nosso Pais,
sobretudo no Nordeste e os efeitos mais graves esf@ionados com a forma cronica da
doenca que se manifesta principalmente como maraskweashiorkor. Todavia, os efeitos
tardios da desnutricdo como aqueles produzidos p&lanutricdo intra-uterina e que se
manifestam na vida adulta, tem chamado atencdoodwmirddade cientifica, inclusive de
epidemiologistas. Portanto, estudos experimentaisesos efeitos da desnutricdo utilizam
normalmente dietas hipoprotéicas, porém balanceafleanto aos demais nutrientes
(GARDNER et al. 2002; LANGLEY-EVANS; NAWAGWU et al1998) e variantes destes
modelos seriam consideradas como restricdo diatétimica (WOODALL et al., 1996).

Os modelos mencionados na literatura tém demormstasgpectos importantes da
desnutricdo, porém nao reproduzem a realidade glemals populacfes, quer seja pelos
aspectos econbmicos, quer seja pelos aspectoscamhaia. A dieta basica regional (DBR)
foi utilizada no nosso estudo por tratar-se de uli®a multicarenciada (Anexo 2) e
apresentar-se, portanto, maior semelhanca comlidag& de algumas populacdes de nossa
regiao.

Na presente pesquisa, 0s animais submetidos andidtigarenciada durante o periodo
de aleitamento apresentaram baixo peso ao nascdesmame e na vida adulta. Achados da
literatura mencionam que dietas hipoprotéicas aditn@ilas no periodo pos natal séo capazes
de reduzir os niveis dos fatores de crescimentelbamte & insulina (IGFs), comprometendo
o crescimento num periodo critico de proliferacatiferenciacdo celular (DESAI; HALES,
1997).

Nossos resultados revelaram reducdo estatisticansggmificativa no peso corporal
meédio dos animais nutridos e tratados com Fluoaettom 30 dias, quando comparados aos
animais controles; o que n&o foi observado paraipogdesnutrido nas mesmas condi¢ées. E

possivel que a caracteristica hipossddica da D&fRat contribuido com o baixo peso
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corporeo desses animais, sendo mais agravante iaspEte para aqueles tratados
diariamente com fluoxetina de acordo com as comdicéxperimentais estabelecidas.
Segundo Ray et al (1992) a deficiéncia dietéticasddio pode determinar, através do
aumento de renina plasmatica, retardo do crescament animais jovens, cuja células
imaturas sdo mais sensiveis, em especial as cébtlmsonadas com o transporte de sodio
(OSTLUND et al., 1993).

A reducdo do peso corporal nos ratos nutridosdeostacom fluoxetina, numa fase
precoce da vida, pode estar relacionada a a¢atnmbda serotonina no controle da ingestao
alimentar (BLUNDELL; LAWTON; HALFORD, 1995; HALDFORBLUNDELL, 1996).
Alguns estudos demonstraram que filhos de usuégodRSs durante a gestacdo e lactacao
apresentaram reducdo do peso ao nascimento eca#ésrgpis-natais no ganho de peso
(SIMON et al., 2002 ; HENDRICK et al., 2003).

Numa faixa de idade mais avancada, animais comidd de vida apresentaram
reducdo no peso meédio corporal estatisticamenteifis@tivas, quando comparamos o0s
grupos experimentais nutridos e desnutridos, sesoala fluoxetina. De acordo com Gardner
et al (2002) e Dohert et al (2003) o peso ao nasaamsiderado um resultado diretamente
proporcional ao retardo fetal decorrido de um pseoade deficiéncia nutricional no periodo
de aleitamento.

Os aspectos morfoldgicos renais encontrados na pesgjuisa sao condizentes com o
quadro de ma-nutricdo e foram mais acentuadas umpgie animais provenientes de maes
tratadas com fluoxetina. As modificacdes estruturalomerulares provavelmente
influenciaram no processo de filtragdo glomerulaeste grupo pode ter desenvolvido
mecanismos “adaptativos a economia metabdlica”,oceogerem os estudos de Hales e
Barker (1992), em decorréncia de uma desnutriclmmpgada até a amamentagdo. Além do
que, alteragbes nos tubulos contorcidos (proxingaiglistais), locais responséveis pela

absorcao de sodio, séo influenciadas por substamtrarenais como serotonina e dopamina
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capazes de regularem a reabsorcao de fosfatamukstdo e inibindo, respectivamente o
processo de homeostase e a partir de modificagssa dnodulacdo poder-se-ia sugerir um
modelo de falha renal (BERNDT et al., 2001).

As alteracdes glomerulares dos grupos de anim#iglosi e desnutridos tratados com
fluoxetina, com 30 ou 71 dias foram as mesmasaltesslo-se que os animais com 30 dias
apresentaram evidente glomerulogenesis e proléerado folheto parietal preenchendo
parcialmente o espac¢o subcapsular formando crescentsemiluas compativel com a doenca
glomerular primaria. Segundo Almeida et al (2005)efrogénese murina tem sido dividida
em um periodo pré-natal de formagdo glomerular epariodo pés-natal de multiplicacéo,
desenvolvimento esse que ocorre durante o periedacthcdo. Nossos resultados apontam
para uma possivel modulagdo no desenvolvimentd (gltanerulogenesis), provavelmente
no sentido de compensar a funcdo de glomérulos acemtuada reducdo dos espacos
urinérios e consequentemente com decréscimo dadtafiiracdo glomerular, corroborando
com os estudos realizados por Regina et al. (2001).

A vasodilatacdo renal observada pela presenca desvsangiineos turgidos no
intersticio do grupo de animais desnutridos, pegeasentar um mecanismo de prote¢do para
a hipertensédo. Esta hipotese pode ser corrobo@da@herman et al. (1999) que demonstram
que a ma-nutricdo intra-uterina aumenta a produeéal de prostaglandinas, as quais sao
produzidas no rim em condi¢cfes nas quais ocorggéaddo fluxo sanglineo renal, como na
hipertenséo.

Sabe-se que 0 uso de ISRS aumenta a disponibilidadeHT na fenda sinaptica o
gue pode alterar o comportamento alimentar (SIMANSKO96).

Isto poderia ocasionar reducao na ingesta alimentar ganho de peso (SIMANSKY,
1996). Os ISRSs também podem induzir diminuicdsulzerficie de absorgéo intestinal e

consequente perda ponderal de peso (MOTA et Q)20
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As agressfes aos glomérulos resultam em varios tipolesdes, devemos enfatizar
que um mesmo tipo de lesdo glomerular pode seradaupor doencas e mecanismos
patogénicos os mais diversos possiveis. Modificagiiowolume, celularidade glomerular e
espessura da parede capilar glomerular sdo alesralgierminantes em microscopia oOptica
comum (GLASSOCK et al., 1986).

Estudos experimentais com modelos animais destacam como um dos principais
orgaos-alvo da hipertensédo, a qual pode desenvedvgmogressivamente até uma grave
deficiéncia renal, marcada por perda de gloméreloseveras alteragbes morfoldgicas e
guantitativas das estruturas do parénquima ret#CAS et al., 1997; BRENNER; GARCIA,;
ANDENSON, 1998; CAETANO et al, 2001).

Nossos resultados revelaram importante aumentaich@m de corpusculos renais em
animais desnutridos com 30 e 71 dias de vida,doatzom um inibidor da recaptacdo da
serotonina, a fluoxetina, quando comparado aosaest (nutridos: salina e fluoxetina). A
partir desses achados sugerimos que a fluoxetirge pastar estimulando de forma
compensatoria a glomerulogenesis em ratas jovenkiiéas, frente um modelo estabelecido
de desnutricdo; de forma similar ao que se obsemwa modelos de ablagdo renal
(HOSTETTER et al, 1981; BRENNER et al, 1985).

Todavia, alguns autores referem que proles de qa@goram submetidas a restricdo
caldrica, em diferentes fases da gestacdo mostramreducdo da taxa de filtragdo, assim
como do nimero de glomérulos e estabeleciment@fiieesclerose com trés meses de idade
(LUCAS et al., 1997; REGINA et al., 2001).

As reducdes observadas nas areas dos corpusaylmsérulos renais, bem como dos
espacos urinarios de animais desnutridos (joversludtos) foram significativas quando
comparadas aquelas referentes aos grupos nutdadbmdos da literatura referem que a

reducdo da area de filtracdo glomerular pode sporesavel por um comprometimento na
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capacidade de excretar sodio e agua, fatores iemiest na génese da hipertensédo arterial
primaria (KUROKAVA, 1996; HALL et al., 1996).

Além do que, também observamos significativa redugé espaco urinario nos
animais nutridos (jovens e adultos) tratados cdinaxetina, cujos mecanismos envolvidos
necessitam ser melhor esclarecidos; uma vez quittomm achado ndo muito investigado e
o fato desse medicamento ser a muito tempo utdiradclinica médica tradicional.

Desta forma, o objetivo da nossa pesquisa nao rfeestigar os mecanismos
responsaveis pela hipertensdo e/ou diagnosticarcdseglomerulares primarias. No nosso
trabalho avaliamos os efeitos de um conhecido doibida recaptacdo de serotonina, a
fluoxetina, sobre um modelo de estudo j& bem elgteide, como a desnutricdo, cujos
resultados da presente investigacao foram proneissn demonstrar alteragdes preliminares
gue podem causar uma falha renal com sérias cofrseigs para o organismo. Achados da
literatura referem que essas alteracdes, especitnaguelas relacionadas a estrutura de
determinados 6rgdos podem ser observadas em ind§/zicom baixo peso ao nascimento

(HOY et al., 1999; PAIXAO et al., 2001).
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7. CONCLUSOES

» A manipulacdo farmacolégica com um inibidor de ptagdo da serotonina, a
fluoxetina, produziu diminuicdo do peso corporaym@ fase precoce da vida

comprovado pela literatura.

» A desnutricdo e/ou manipulacdo serotoninérgica eggmtas no presente estudo

produziram importantes alteracdes histoldgicas pmjuizo para o parénquima renal.

» A manipulacdo serotoninérgica neonatal foi capaaltgar o nimero de corpusculos

renais, numa fase precoce da vida.

» A desnutricdo reduziu permanentemente a area dpéstlos e glomérulos renais.

» A manipulacdo farmacoldgica reduziu a area do espégario de forma persistente

mesmo apoés a fase adulta.
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8. PERSPECTIVAS

» ldentificar as repercussbes promovidas pela degaatr e/ou manipulagcéo

farmacoldgica sobre a morfologia renal.

» Estudar os efeitos da desnutricdo e/ou manipulfagémacoldgica sobre o parénquima

renal durante as principais fases do desenvolviment

» Verificar através de métodos imunohistoquimicosinteracdo entre os ISRS e

possiveis receptores serotoninérgicos presentpardoquima renal.
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10. ANEXOS

Anexo 1

TABELA | — Composicdo da dieta padrdao “Labina” (Purina do Brasil), utilizada na
alimentacéo dos animais Bem-Nutridos (BN).

ENRIQUECIMENTO (KG DE RACAQ) *

Vitamina A 20000UlI

Vitamina Ds 6000 Ul NIVEIS DE GARANTIA

Vitamina E 30 UI

Vitamina K 6 mg Umidade (méx.) 13%
Vitamina Bi, 10 pg Proteina (min.) 23%
Vitamina B, 8 mg Extrato Etéreo (min.) 2.5%
Pantotenato de Calcio 24 mg Matéria Fibrosa (méx.) 9.0%
Niacina 95 mg Matéria Mineral (méx.) 8.0%
Tiamina 4mg Célcio (méax.) 1.8%
Colina 2000 mg Fosforo (min.) 0.0%
Piridoxina 6 mg

Biotina 0.1 mg

Acido Félico 0.5mg

Manganés 50 mg

lodo 2mg

Ferro 65 mg

Zinco 35 mg

Cobre 26 mg

Antioxidante 100 mg

COMPOSICAO BASICA®: Milho, Farelo de Trigo, Farelo de Soja, Farinte @arne,
Farelo de Arroz Cru, Carboneto de Calcio, FosfaicalBico, Sal, Pré-mix*), Segundo
Purina do Brasil
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Anexo 2

TABELA II: Composicao centesimal da Dieta Basica Rgional (DBR)

Composicao Centesimal

Ingredientes G% Proteina Carboidratos Lipideos Cinzas Fibras Kcal%
Feijao cozido e seco 18.34 3.99 10.66 0.24 0.57 9 1.60.76
Farinha de mandioca 64.81 0.84 48.59 0.12 0.43 5.698.80
Carne seca salgada 3.74 2.74 - 0.06 0.06 - 11.50
Gordura: carne salgada.35 - - 0.35 - 3.15

e seca

Batata doce 12.76  0.30 9.99 0.03 0.20 0.48 41.43
TOTAL 100.00 7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 315.64

Teodosio et al (1990).
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Anexo 3

Protocolo para procedimentos técnicos com coloracdte rotina e especiais

Coloragcdo com Hematoxilina-Eosina(H.E.)

01-Despreza o fixador;

02-Desidratacéo (alcool etilico por trés vezesmierd0 minutos na estufa);

03-Diafanizacao (alcool-xilol durante 20 minutosesaufa);

04-Clarificacao (xilol por duas vezes durante 2Qutos na estufa);

05-Parafinizacao (parafina por duas vezes durdhtei@utos na estufa);

06-Inclusdo (com auxilio de Leucart e parafina aackhda);

07-Congelamento em freezer,

08-Corte no microtomo;

09-Pescagem com laminas umedecidas em albuminacwascom agua e élcool para
auxilio do estiramento da fita de parafima,seguida pescagem no banho-maria;

10-Desparafinizacéo do excesso em estufa duraista ez minutos;

11-Desparafinizacdo em xilol | por cinco minutos;

12-Desparafinizagdo em xilol Il por cinco minutos;

13-Desidratacdo em alcool-xilol por cinco minutasgando por &lcool a 90% durante
cinco minutos, alcool a 80% durante cincoutos, alcool a 70% durante cinco
minutos até a agua por uma lavagem;

14-Banhos em Hematoxilina por trés minutos;

15-Lavagem em 4agua;

16-Banho rapido em alcool absoluto;

17-Banho em Eosina por trés minutos;

18-Lavagem em 4agua;

19-Banhos rapidos em alcool a 70% e &lcool absoluto

20-Limpeza das margens da lamina;

21-Estufa para desidratacao;

22-Clarificar no xilol;

23-Montagem.
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Universidade Federal de Pernambuco
Anexo 4 Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof: Nelson Chawes, sin
0-420° f Fepife - BE rasil

www.:gb.uipétgr
Oficion® %0105 Recife, 05 de julho de 2005

Da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento de Anatomia - UFPE

Os membros da Comigsséio de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “EFEITOS
DAS AGRESSOES NUTRICIONAL E FARMACOLOGICA SOBRE A ESTRUTURA DO RIM
DE RATOS WISTAR”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagio e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/19989, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emilimos um parecer favordvel aos profocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

bl Cogpnlpomn
-3l Sifene Cameiro do Nascimente
] Prasidente CEEA

AFFE

! CCB: Integrar para desenvolver
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