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RESUMO

Andrade WC. Efeitos da administra¢do de pentoxifilina e prednisolona na evolugdo
da fibrose portal secundaria a obstrugdo biliar — estudo experimental em animais em
crescimento [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2008. 98p.

INTRODUCAO: Diversas doengas cronicas do figado resultam em desenvolvimento
de fibrose do parénquima, condi¢ao que pode culminar em perda de fung¢ao do 6rgao
e hipertensdo portal grave com indicagdo de transplante. Nas Ultimas décadas, alguns
estudos tém buscado demonstrar a possibilidade de modulagao farmacolédgica do
processo de fibrogénese hepatica. Particularmente com relagdo as obstrucgdes biliares,
tem-se sugerido que a administragdao de corticosteroides pode promover melhora no
prognostico tardio das criangas portadoras de atresia das vias biliares submetidas a
portoenterostomia (cirurgia de Kasai). Nenhum trabalho experimental foi realizado
com o objetivo de verificar essa hipotese e os modelos descritos para estudo de
outras drogas com potencial antifibrogénico, como a pentoxifilina, ndo incluiram
animais jovens. METODOS: Foram operados 119 ratos jovens (21° ou 22° dias de
vida), submetidos a laparotomia com ligadura do ducto biliar comum (LDBC) ou
cirurgia simulada (CS). Os animais foram divididos em 5 grupos, conforme o
procedimento cirurgico € a medicagdo administrada: 1. LDBC + agua destilada;
2. CS + agua destilada; 3. LDBC + pentoxifilina (PTX); 4. LDBC + prednisolona
(PRED); 5. LDBC + pentoxifilina + prednisolona (PTX+PRED). Cada grupo foi
dividido em 2 subgrupos conforme a duragdo do experimento (15 ou 30 dias).
Ao final do periodo, os animais foram pesados e submetidos a retirada de um
fragmento de figado, coletado para analise histologica através das coloragdes de
hematoxilina-eosina e de picrossirius. As laminas coradas pelo picrossirius foram
utilizadas para andlise quantitativa (morfometria digital) da é4rea preenchida por
colageno e da area total dos espacos-porta. Apos a obtencdo desses valores, foi
calculada a fracdo de area de coldgeno de cada grupo. RESULTADOS: Os animais
do grupo PTX apresentaram maior ganho de peso do que os dos grupos PRED e
PTX+PRED. Os animais dos 3 grupos terapéuticos (PTX, PRED e PTX+PRED)
apresentaram diminuicdo da area preenchida por colageno nos espagos-porta. A area
total dos espagos-porta foi maior no grupo PTX. CONCLUSOES: A evolucio da
fibrose hepatica induzida pela ligadura biliar em ratos jovens pdde ser modificada
com o uso de medicamentos. A administracdo de prednisolona e pentoxifilina,
isoladamente ou em associag@o, resultou em diminuicdo da area preenchida por
colageno nos espagos-porta.

Descritores: 1.Colestase extra-hepatica 2.Cirrose hepatica 3.Pentoxifilina
4.Corticosteroides 5.Animais de laboratorio



SUMMARY

Andrade WC. Effects of administration of pentoxifylline and prednisolone on
evolution of portal fibrosis secondary to biliary obstruction — experimental study in
growing animals [thesis]. S3o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2008. 98p.

INTRODUCTION: Many chronic liver diseases lead to progressive establishment of
hepatic fibrosis, condition that can ultimately result in loss of organ function and
severe portal hypertension demanding hepatic transplantation. Within the last
decades, some studies have been conducted in order to demonstrate the possibility of
drug modulation of hepatic fibrogenesis. Particularly related to biliary obstruction, it
has been suggested that administration of corticosteroids could promote better late
outcomes for biliary atresia children submitted to Kasai’s portoenterostomy. There is
no published experimental study related to that issue, and described models used to
test potential antifibrogenic drugs, such as pentoxifylline, have not included growing
animals. METHODS: In this experimental study, 119 young rats (21 or 22" days)
were submitted to laparotomy and bile duct ligation (BDL) or sham surgery
(SHAM). Animals were divided into 5 groups, according to surgical procedure and
administered solution: 1. BDL + distilled water; 2. SHAM + distilled water; 3. BDL +
pentoxifylline (PTX); 4. BDL + prednisolone (PRED); 5. BDL + pentoxifylline +
prednisolone (PTX+PRED). Each group was further divided into 2 subgroups
according to the length of the experiment (15 or 30 days). At the end of the defined
period, animals were weighed and one hepatic fragment was collected from each one
for histological analysis using hematoxylin-eosin and Sirius red stains. Sirius red
stained slides were examined for quantitative analysis (digital morphometry) of
collagen-filled area and portal space total area. RESULTS: PTX group animals
presented increased weight gain compared to PRED or PTX+PRED groups. Animals
from the 3 therapeutic groups (PTX, PRED and PTX+PRED) showed diminished
collagen-filled area in portal spaces. Total portal space area was increased in PTX
group slides. CONCLUSIONS: Hepatic fibrosis induced by bile duct ligation in
young rats could be modulated by pharmacologic interventions. Pentoxifylline and
prednisolone administration, associated or not, resulted in diminished collagen-filled
area in portal spaces.

Descriptors: 1.Extrahepatic cholestasis 2.Hepatic cirrhosis 3.Pentoxifylline
4.Corticosteroids 5.Laboratory animals
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Diversas doencas cronicas do figado apresentam, em sua histéria natural,
desenvolvimento de fibrose do parénquima, definida como um acumulo dos
componentes da matriz extracelular’. Esse aumento de tecido conjuntivo determina
distor¢des estruturais que resultam em perda da func¢do do o6rgdo e aumento da
resisténcia ao fluxo sanguineo. Embora a agressdao hepdtica cronica que desencadeia
a fibrose possa ser conseqiiente a diversos agentes quimicos, metabdlicos e
bioldgicos que atuam de maneiras distintas, a cicatriz fibrotica que se estabelece no
figado terd exatamente a mesma composi¢do da matriz extracelular e as mesmas

L .13
caracteristicas da fibrose de outros tecidos’.

Na crianga, do conjunto de doencas cuja via final comum ¢ o estabelecimento
de fibrose hepatica, destacam-se as colestases (do grego cole = bile e stasis =
parada). A causa mais freqiiente de colestase neonatal é a atresia das Vvias biliares

(AVB), condicio que acomete 1:8000 a 1:12000 nascidos vivos”.

A etiopatogenia da AVB ndo se encontra totalmente esclarecida, sendo
provavel que a doenga seja a manifestagdo fenotipica de diferentes mecanismos que
podem atuar de forma isolada ou conjuntamente. Causas genéticas, agentes exogenos
(virus e toxinas), mecanismos imunologicos e malformagdo da placa ductal podem
estar implicados no desenvolvimento dessa condicdo, que se ndo tratada, evolui
rapidamente para insuficiéncia hepatica por cirrose biliar, com sobrevida média
inferior a 2 anos. No Brasil, a AVB ¢ responsavel por cerca de 60% das indicacdes

de transplante hepético na crianga’.
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O diagnéstico da AVB baseia-se na historia clinica e exame fisico
caracteristicos, associados a andlise histologica de fragmento hepatico obtido por
meio de biopsia percutanea. Quando o diagndstico ¢ feito precocemente, ou seja,
antes do estabelecimento de fibrose hepatica grave e suas conseqiiéncias, o
tratamento cirurgico inicial deve ser a realizacdo de portoenterostomia hepatica,
conforme descrito por Kasai e Suzuki em 1959. Esse procedimento foi
posteriormente modificado por diversos cirurgides, porém manteve-se o principio
basico da anastomose do “porta hepatis” com um segmento de alca intestinal. O
sucesso da cirurgia depende da obtencdo de fluxo biliar através dos pequenos
canaliculos presentes na area de seccdo do resquicio fibroso das vias biliares extra-
hepaticas. Infelizmente, apenas cerca de 20% dos pacientes tém sobrevida
prolongada conservando o figado original, sem que ocorra rapido desenvolvimento

de insuficiéncia hepatica e hipertensdo portal. Nos demais casos, havera necessidade

de realizacio de transplante hepatico nos primeiros anos de vida™®.

Desde o final da década de 70, alguns pesquisadores t€ém sugerido que a
utilizagdo de corticosterdides poderia promover alguma melhora do progndstico tardio
dos portadores de AVB submetidos a cirurgia de Kasai. Inicialmente essa classe de
drogas foi associada aos antibioticos durante o tratamento dos episodios de colangite,
visando a reduzir o processo inflamatério secundario a infec¢@o na placa biliar, o que
supostamente diminuiria a permeabilidade dos pequenos ductos, afetando
permanentemente o fluxo biliar’. Posteriormente, ampliou-se empiricamente a
utilizag@o dos corticosterdides para o periodo perioperatorio, segundo varios esquemas
posoldgicos, sem padronizagio definida®. Nos tltimos anos, alguns grupos tém

publicado os resultados dessa nova abordagem, concluindo que foi possivel obter uma
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porcentagem maior de criangas anictéricas apds a portoenterostomia, embora o

impacto a longo prazo sobrevida sem transplante ainda nao tenha sido demonstrado
s 9-11 . [ .

definitivamente” . Esses ensaios clinicos publicados apresentam amostras pequenas

de pacientes e alguns nao sao controlados. Nenhum trabalho experimental especifico

nessa area foi publicado até o presente momento.

Em contrapartida, existem diversas publicagdes recentes que demonstram a
busca dos pesquisadores por farmacos que modulem o processo de fibrogénese em
diversos tecidos'*'*. Culturas de células e diferentes modelos experimentais tém sido
utilizados para testar o efeito antifibrogénico de algumas classes de drogas, frente a

, . . ~ . 15,16
varios tipos de agressao tissular ™.

Um dos medicamentos mais estudados a partir da década de 90 tem sido a
pentoxifilina, um inibidor da fosfodiesterase derivado das metil-xantinas, habitualmente
utilizado na prética clinica para o tratamento da insuficiéncia arterial periférica, pelo seu
efeito de aumento do transporte de oxigénio aos territorios periféricos decorrente da acao

. o e, . 141617
vasodilatadora e de aumento da deformabilidade eritrocitaria > > .

Alguns estudos sugerem um efeito antifibrogénico “in vitro” e “in vivo” da
pentoxifilina secundario a inibicao da sintese de citocinas pro-inflamatdrias como
tumor necrosis factor alpha (TNFa), transforming growth factor beta (TGFp) e
interleucina (IL) 1, IL 6 e IL 8'*". Outros trabalhos nio demonstraram efeito anti-
inflamatério estatisticamente significativo em animais tratados com a medicagdo'**.
Diversos modelos experimentais foram descritos nessas publicagdes, incluindo

porcos tratados com fosforo amarelo, ratos adultos submetidos a ligadura do ducto

s o] 21
biliar, ratos tratados com tetracloreto de carbono e voluntarios humanos™ .
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Os resultados da administragdo de pentoxifilina nessas espécies foram controversos,
nao sendo possivel estabelecer um consenso sobre a questdo. Nenhum dos modelos

estudados incluiu animais jovens.

Uma das principais caracteristicas histologicas encontrada nos figados de
portadores de AVB e de outras formas de obstrugio biliar é a proliferacdo ductular®.
Alguns modelos experimentais foram descritos visando a obten¢do de alteragdes
estruturais hepaticas semelhantes as demonstradas nas atresias, possibilitando a
realizacdo de estudos para melhor compreensdao dos mecanismos fisiopatoldgicos

envolvidos na doenga.

Riepenhoff-Talty et a/ descreveram um modelo experimental de inducdo de
destrui¢do inflamatdria progressiva dos ductos biliares intra e extra-hepaticos através

. ~ . . .1 23
de inoculacgdo de rotavirus em camundongos recém-nascidos™.

Cameron e Oakley descreveram em 1932 um método para obtencao de ratos
com cirrose através de ligadura do ducto biliar comum?®*. Esse se tornou um dos
modelos experimentais mais utilizados para o estudo das doencas colestaticas do
adulto. Posteriormente, outros autores estudaram as diferencas histoldgicas obtidas

com a mesma técnica aplicada em ratos jovens™°.

Gibelli, em 2003, descreveu as alteragdes encontradas na aplicagdo do
modelo de ligadura biliar em ratos jovens e adultos, demonstrando a evolu¢do mais

27,28 . .
728 Esse estudo foi desenvolvido no

intensa da fibrose nos animais jovens
Laboratorio de Cirurgia Pediatrica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo (LIM-30) e no Setor de Cirurgia Experimental do Instituto da Crianga,

constituindo o inicio de uma linha de pesquisa sobre o assunto.
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A proposta desta tese surgiu como continuidade desse trabalho inicial,
utilizando o modelo experimental de cirrose em ratos jovens induzida pela ligadura
biliar para estudar algumas possibilidades farmacolédgicas de modulagao da evolugao
da fibrose hepatica em condi¢des mais semelhantes as que sao encontradas durante a

fisiopatogenia da cirrose decorrente da AVB.
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Os objetivos da presente pesquisa foram:

l.

Verificar a possibilidade de modulagdo da evolugdo da fibrose hepatica
promovida pela ligadura do ducto biliar comum em ratos jovens através de

administracdo de medicamentos.

Comparar a evolucao da fibrose portal secundaria a obstrugao biliar durante a
administracdo de duas drogas usadas isoladamente e em associacdo:

pentoxifilina e prednisolona.
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3.1 Animal de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar adultos de ambos os sexos, fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da FMUSP e transportados para o Setor de Cirurgia Experimental do
Instituto da Crianga. Os animais foram mantidos em gaiolas com 4gua e racdao “ad

libitum” e acasalados para obtengdo dos ratos jovens utilizados no experimento.

O numero de filhotes de cada prole variou de 5 a 14 animais. O desmame

ocorreu no 21° dia de vida, quando os ratos pesavam de 31,4 a 83,2g.

3.2 Plano piloto

Todos os animais foram operados pelo mesmo cirurgido, auxiliado pelo
técnico do laboratério. Inicialmente foram operados 10 ratos adultos (média dos
pesos: 232g+13,21g), para padronizacdo dos procedimentos anestésicos e da técnica

cirurgica.

Indugdo e manuten¢do do plano anestésico foram obtidas com administragdo
de éter isopropilico por via inalatéria em sistema aberto e ventilacdo espontinea.
Os parametros utilizados para avaliar analgesia intra-operatoria e profundidade da

anestesia foram obtencao de imobilidade e relaxamento muscular dos animais.

Ap6s a inducdo anestésica, cada animal foi pesado em balanca de precisdo,

fixado a prancha cirtirgica com esparadrapo poroso nas quatro patas e submetido a
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tricotomia abdominal com lamina de bisturi. O acesso a cavidade peritoneal foi obtido
sem técnica asséptica, por incisdo longitudinal mediana supra-umbilical, permitindo a
visualizacao do hilo hepatico apds manobra de retragdo do figado com afastador de
Farabeuf pequeno e tragao delicada do duodeno, em sentido caudal, aplicada com o
auxilio de um cotonete. Dessa forma, facilitou-se a exposicao da via biliar comum
desde a juncao dos ductos lobares até a inser¢do do ducto principal na alga intestinal.
Utilizando material de microcirurgia, procedeu-se a dissec¢do do ducto biliar e
ligadura dupla com fio inabsorvivel de polipropileno 7.0, seguida de seccdo da via
biliar (Figura 1). A sintese da parede abdominal foi realizada com fio de polipropileno
6.0 em plano tUnico de sutura continua. Assim que a anestesia inalatéria era

descontinuada, os ratos eram lavados em agua morna e recolocados na maravalha.

Passando a fase seguinte, iniciaram-se as cirurgias nos animais jovens,
quando algumas dificuldades técnicas foram descobertas. Segundo o protocolo
previamente estabelecido, os ratos seriam operados com 3 dias de vida, porém a
mortalidade intra e pds-operatoria se mostrou muito alta, atingindo 59,5% (22/37)
dos recém-nascidos. Os Obitos foram ocasionados pelos seguintes fatores: depressdao
respiratoria durante a anestesia, sangramentos incontroldveis durante a manipula¢do
do figado e alto indice de canibalismo praticado pela mae ap6s a reunido com a prole
recém operada. Adicionalmente, verificou-se a impossibilidade de instalar sonda
orogastrica em animais com dimensdes tdo reduzidas, o que inviabilizaria a
administracdo didria das medicacdes em doses controladas. A partir dessas
constatacdes, modificou-se a proposta inicial e passaram a ser operados animais

recém-desmamados, com 21 ou 22 dias de vida.
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Figura 1. Fotografia do ducto biliar comum dissecado ¢ duplamente ligado rente ao
duodeno - rato recém desmamado
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3.3 Plano experimental

3.3.1 Grupos

Nesta fase, foram operados 119 ratos jovens, recém-desmamados, no 21° ou
22° dias de vida, conforme padronizacdo descrita na secdo anterior. A sobrevida
desse grupo foi de 92,4% (110/119). Os animais foram divididos aleatoriamente em

cinco grupos, conforme o procedimento cirtirgico e a solu¢do administrada:
A. ligadura do ducto biliar comum (LDBC) + agua destilada;
B. cirurgia simulada (CS) + agua destilada;
C. LDBC + pentoxifilina 10 mg/kg/dia (PTX);
D. LDBC + prednisolona 3 mg/kg/dia (PRED);

E. LDBC + pentoxifilina 10 mg/kg/dia + prednisolona 3 mg/kg/dia
(PTX+PRED)

No grupo B, os animais foram submetidos ao mesmo procedimento
anestésico, porém a cirurgia foi interrompida apds a exposi¢ao do hilo hepatico e

procedeu-se ao fechamento da parede abdominal.

As doses das medicacdes corresponderam as habitualmente utilizadas na
pratica clinica em criangas e adultos. A duracdo méxima do tratamento (30 dias) foi
determinada apds a constatagcdo da rapida evolugdo da cirrose biliar, indicando que a

sobrevida média dos animais do grupo A ndo atingiria mais de 45 dias.

Imediatamente apds o término do procedimento, todos os ratos receberam a

primeira dose de agua ou medicacdo através de sondagem orogéstrica (sonda plastica
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n° 4 ou 6). A partir do dia seguinte, diariamente ao final da tarde, os animais foram

\

novamente anestesiados, pesados e submetidos a sondagem gastrica para

administracao da solucao correspondente (Figura 2).

Figura 2. Fotografia do procedimento de sondagem orogastrica para administragao
das medicagdes — rato jovem anestesiado

Cada grupo foi posteriormente dividido, também aleatoriamente, em dois
subgrupos conforme a duragdo do experimento: 10 animais receberam as solugdes
durante 15 dias e 10 durante 30 dias. Ao final do periodo determinado, os ratos
foram anestesiados por meio de inalacdo de grande volume de éter até obtengdo de
parada cardiorrespiratoria, pesados e submetidos rapidamente a laparotomia para
retirada de fragmento do lobo hepatico esquerdo em cunha, com dimensdo

aproximada de 0,5 a 1 cm’.
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3.3.2 Solucgoes

As solu¢des administradas foram preparadas na Farmacia do Instituto da

Crianga, com técnica habitual e apos analise da estabilidade dos preparados.

A solucdo de prednisolona foi obtida através da diluicdo em dgua destilada da
solucdo oral comercialmente disponivel ( Prelone ® - fosfato sddico de prednisolona

3 mg/mL) até a concentracao de 0,3 mg/mL.

A solucao de pentoxifilina foi obtida através da diluicdo do comprimido
comercialmente disponivel (Trental® - 400 mg) em agua destilada até a

concentracdo de 1 mg/mL.

A estocagem das solugdes foi realizada em frascos de vidro ambar mantidos

sob refrigeracdo no Setor de Cirurgia Experimental.

3.3.3 Analise histoldgica

Os fragmentos hepaticos foram fixados em solucdo tamponada de
formaldeido a 10% por periodo de 24 a 48 horas e transportados para o
processamento do material no LIM 30. Apés a inclusdo em parafina, foram
realizados cortes histolégicos com espessura de 3 um e todo o material foi corado
pela hematoxilina-eosina (HE) e pelo picrossirius, obtendo-se duas laminas para cada
animal. A coloracdo de picrossirius foi escolhida por ser especifica para marcagdo

tecidual de coladgeno (técnica descrita no Anexo M).
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A analise histologica foi realizada em microscopio Optico Leica DMR®,
acoplado a sistema de aquisicdo de imagem através de camera JVC TK C1380®.
ApoOs a avaliagdo inicial do parénquima na lamina corada pela HE, onde
confirmaram-se qualitativamente as alteragdes decorrentes da obstrugao biliar, foram
fotografados aleatoriamente 15 espagos-porta de cada lamina corada pelo picrosirius
com aumento de 200x (ocular de 10x e objetiva de 20x), correspondendo a mais de
75% do total de regides portais representadas em cada ldmina. As imagens foram
digitalizadas e processadas com auxilio do programa Image Pro-Plus® versdo
4.5.0.29 para Windows XP® (Media Cybernetics Inc®), totalizando 1500 espagos-

porta analisados (Figura 3).

Image-Pro Plus - 42282153PD-7-9.jpg {1/1)
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Figura 3. Fotomicrografia digitalizada de espago-porta para processamento no
programa Image Pro-Plus® - coloragdo de picrossirius / aumento 200x
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ApoOs a aquisicao das imagens, foi determinada uma calibragao do programa
para marcagdo do colageno em todos os grupos, automatizando sua identificacao.
Cada espaco-porta foi delimitado com o auxilio do dispositivo apontador (“mouse”),
obtendo-se os valores de area total do espago-porta e area preenchida por colageno,
expressos em um’ (figura 4). A fragio de 4rea de colageno foi definida pela razio

entre area de colageno e area total.
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Figura 4. Fotomicrografia digitalizada com delimita¢do do espaco-porta e marcagao
da area preenchida por colageno - programa Image Pro-Plus® - coloragdo de
picrossirius / aumento 200x
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3.3.4 Analise estatistica

A comparagdo dos valores obtidos para ganho de peso, area de colageno, area
total, fracdo de colageno entre os 5 grupos foi realizada por meio do programa
SPSS® versao 15.0 para Windows®. Como os dados apresentaram distribui¢ao
normal, utilizou-se analise de varidncia (ANOVA) para verificar a existéncia de
diferencga entre os valores. Para testar a diferenca entre os grupos, foi aplicado o teste
post hoc de Tukey. A hipdtese de igualdade entre os valores foi rejeitada para

p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Ganho de peso

As médias dos pesos iniciais (dia do desmame) e pesos finais (15° ou 30° dia)

de cada grupo estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Média dos pesos iniciais e finais dos animais (g)

Grupos Peso inicial Peso final
LDBC 15 dias 40,3 99,5
CS 15 dias 73,6 143,6
PTX 15 dias 63,4 133,8
PRED 15 dias 48,1 82,4
PTX + PRED 15 dias 49,2 73,5
LDBC 30 dias 50,4 151,8
CS 30 dias 50 190,1
PTX 30 dias 55,2 181,7
PRED 30 dias 60,2 107,3
PTX + PRED 30 dias 62,3 92,3

A analise do ganho de peso (diferenca entre média do peso inicial ¢ média do
peso final) em 15 dias demonstrou melhor desempenho do grupo PTX e pior

desempenho dos grupos PRED e PTX+PRED (Gréafico 1).

e PRED x LDBC: p=0,08
e PTX+PRED x LDBC: p=0,005
e PRED x CS: p=0,004

e PTX+PRED x CS: p<0,001

Ap6s 30 dias, essa tendéncia se acentuou (Figura 5), demonstrando diferenca
estatistica nos grupos PRED e PTX+PRED com relagdo aos grupos LDBC e
CS(p<0,001). Com relagdo ao grupo PTX, a comparagdo com o grupo LDBC revelou

p=0,05 (Grafico 2).
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Grafico 1 - Ganho de peso de cada grupo apds 15 dias (g)
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Gréfico 2 - Ganho de peso de cada grupo ap6s 30 dias (g)
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Figura 5. Fotografia evidenciando diferenga das dimensdes dos animais ao final de

30 dias de tratamento: a esquerda — animal do grupo PTX; a direita — animal do
grupo PTX+PRED
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4.2  Avaliacdo macroscopica

Ao final do periodo de 15 dias, os animais estavam ictéricos e apresentavam
coluria. As laparotomias revelaram dilatacdo da via biliar extra-hepatica, com
formagao de grandes cistos na regido do hilo. Os figados apresentaram mudanga de

coloracdo, irregularidades na superficie e consisténcia endurecida. Apds 30 dias,

todas as alteragdes observadas encontraram-se exacerbadas (Figura 6).

Figura 6. Aspecto macroscopico do figado e hilo hepatico — animal do grupo LDBC
30 dias. Notar grande dilatagdo da via biliar extra-hepatica (seta)
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4.3  Avaliacéo histologica

4.3.1 Hematoxilina-eosina

Na andlise das laminas dos grupos LDBC, PTX, PRED e PTX+PRED
coradas pela HE com 15 dias, verificou-se aumento da area dos espagos-porta as
custas de proliferacdo ductular e aumento do tecido conjuntivo portal. Apos 30 dias,

exacerbaram-se as alteragcdes, com formacao de septos e desorganizagdo do lobulo

hepatico (Figuras 7 a 11).

Figura 7. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo CS a
esquerda: 15 dias ap6s laparotomia / a direita: 30 dias apos laparotomia (coloragdo
HE / aumento de 200x)

\

Figura 8. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo LDBC _a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apos ligadura biliar
(coloracao HE / aumento de 200x)
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Figura 9. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PTX a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloragdao HE / aumento de 200x)

\

Figura 10. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PRED _a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apos ligadura biliar
(coloracao HE / aumento de 200x)

Figura 11. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PTX+PRED
_a esquerda: 15 dias apos ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloracao HE / aumento de 200x)
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4.3.2 Picrossirius

Para melhor avaliagdo quantitativa, foram utilizadas as laminas coradas pelo
picrossirius (Figuras 12 a 16). Os valores obtidos nas medidas de area preenchida por
colageno e area total do espago-porta, juntamente com as fragdes de area de colageno
calculadas para cada grupo estdo apresentados sob forma de grafico de caixa (“box

plot”). Os valores individuais das medidas de cada espaco-porta estdo descritos na

secao Anexos.

Figura 12. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo CS a
esquerda: 15 dias ap6s laparotomia / a direita: 30 dias ap6s laparotomia (coloragdo
picrossirius / aumento de 200x)
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Figura 13. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo LDBC _a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloragdo picrossirius / aumento de 200x)
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Figura 14. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PTX a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloragao picrossirius / aumento de 200x)

Figura 15. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PRED _a
esquerda: 15 dias apds ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloragao picrossirius / aumento de 200x)
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Figura 16. Microfotografias de laminas de figado dos animais do grupo PTX+PRED
_ a esquerda: 15 dias ap6s ligadura biliar / a direita: 30 dias apds ligadura biliar
(coloragdo picrossirius / aumento de 200x)
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4.3.2.1 Areade colageno

Em 15 dias, demonstrou-se diferenca significativa (p<0,001) de cada um dos
3 grupos de tratamento (PTX, PRED e PTX+PRED) comparados tanto com o grupo
LDBC quanto com o grupo CS. Entre os 3 grupos, ndo houve diferenca estatistica

(Grafico 3).

Graéfico 3 - Medidas das areas preenchidas por colageno (um?) — grupos 15 dias
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Gréfico 4 - Medidas das areas preenchidas por colageno (um?) — grupos 30 dias
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Nos grupos de 30 dias, o mesmo padrao foi observado (Grafico 4):

e Grupos de tratamento x CS: p<0,001

e PTX x LDBC: p<0,001

e PRED x LDBC: p=0,001

e PTX+PRED x LDBC: p=0,002
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4.3.2.2 Area total

30

Em 15 dias (Grafico 5), os 3 grupos de tratamento apresentaram diferenca

com relacdo ao grupo CS (p<0,001), porém somente os grupos PRED e PTX+PRED

demonstraram diferenca com relagdo ao grupo LDBC (p<0,001).

Graéfico 5 - Medidas das areas totais (um?) — grupos 15 dias
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Em 30 dias, os 3 grupos de tratamento apresentaram diferenca com relagdo ao

grupo CS (p<0,001), porém somente no grupo PTX houve diferenga estatistica com

relagdo ao grupo LDBC (p=0,002) — area total maior (Grafico 6).

Grafico 6 - Medidas das areas totais (um?”) — grupos 30 dias

Area Total

125000,00—

100000 ,00—

75000,00-

20000,00-

25000,00-

0,00

a1

= *

T T T T T
LDBC - 30 dias C.5. 30 dias PEMTOXIFILIMA - PREDNISOLOMA - PEMTOXIFILINA +

0 clias 30 dias PREDMISOLOMNA,
30 dias

Grupos



Resultados 32

4.3.2.3 Fracao de &rea preenchida por colageno

Em 15 dias (Grafico 7), os 3 grupos de tratamento apresentaram diferenga
com relagdo ao grupo LDBC (p<0,001), porém somente o grupo PTX+PRED

demonstrou diferenca significativa com relagao ao grupo CS (p<0,001).

Gréfico 7 - Medidas das fragdes de areas de colageno (um?) — grupos 15 dias
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Graéfico 8 - Medidas das fragdes de areas de colageno (um?) — grupos 30 dias
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Em 30 dias (Grafico 8), repetiu-se o mesmo padrao:

PTX x LDBC: p<0,001

PRED x LDBC: p<0,001

PTX+ PRED x LDBC: p=0,002

PRED x CS: p=0,084

PTX+ PRED x CS: p=0,016

Notavelmente, as fragdes de area de colageno dos grupos PTX e CS foram
estatisticamente iguais nos 2 periodos de observagdo (15 dias: p=1 e 30 dias:

p=0,992).
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Em resumo, notou-se que a administragao das duas drogas, isoladamente ou
em conjunto, resultou em diminui¢ao significativa da produc¢dao de colageno nos

espagos-porta ap6s ligadura biliar em relagcdo ao ocorrido nos animais nao tratados.

A administragdo de pentoxifilina implicou reducdo estatisticamente
significativa na fragdo de area preenchida por coldgeno, embora nao tenha
demonstrado diferenga na area absoluta de coldgeno, em comparacdo com os dois
outros grupos de tratamento com corticoide. A area total dos espagos-porta foi

significativamente maior no grupo PTX que nos outros grupos.



5. DISCUSSAO
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A compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da fibrose
observada em diversas doencas cronicas do figado, a despeito dos avangos obtidos
nas Ultimas décadas, ainda ¢ parcial. O esclarecimento da fisiopatogenia da
fibrogénese hepatica frente aos diferentes estimulos lesivos implicaria possibilidades
terapéuticas que modificariam a evolu¢do de diversas condi¢des patologicas que

atualmente resultam em grande morbidade e alta letalidade®.

Nas criancgas, o estudo das colestases e, particularmente, da atresia das vias
biliares assume importancia crucial pela prevaléncia dessas condi¢des e pelo impacto

que representam nos custos de Saude Publica®.

Os modelos experimentais de colestase descritos na literatura podem
reproduzir, a0 menos parcialmente, as condi¢des encontradas nos figados de criangas
com AVB®'. A histologia hepatica do modelo de ligadura do ducto biliar comum no
rato apresenta aspectos semelhantes aos encontrados nas atresias, como a
proliferacio ductular e o acimulo progressivo de matriz extra-celular,
particularmente coldgeno tipo I, ao redor dessas estruturas neoformadas e nas regides
peri-portais, com uma expansao radiada que culmina com formagao de septos e, em
sua fase final, desestruturagdo arquitetural do lobulo hepatico um padrdo definido

pelos patologistas como fibrose portal de padréo biliar*.

Embora outros aspectos supostamente envolvidos na etiopatogenia da
32,33 . . . e .
AVB ™", tais como: processo inflamatério prévio induzido por agente

microbiologico, destrui¢do ductal imuno-mediada ou malformacdo da placa ductal,
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nao estejam presentes nesse modelo exclusivo de obstru¢ao mecanica da via biliar, as
informacodes relacionadas a proliferagao ductular e a fibrose secundaria podem trazer
algum esclarecimento com relacdo ao que parece ser a via final comum do
estabelecimento da cirrose biliar’*~>. Assim, justifica-se a utiliza¢do desse modelo de

fibrose induzida por fator obstrutivo, também presente na evolugao das atresias.

De acordo com as observagdes de varios autores, o modelo de LDBC
aplicado no rato jovem, embora menos explorado e descrito na literatura, apresenta
diferengas quando comparado ao modelo do rato adulto, com relagdo a velocidade
de estabelecimento e a intensidade da inflamagdo, da proliferagdo ductular e do

, . 25-28
acumulo de colageno™™".

Portanto, como as alteragdes observadas na AVB
iniciam-se precocemente (em alguns casos, no periodo antenatal), infere-se que,
quanto mais jovem o animal de experimenta¢do, mais semelhantes as ocorridas na
crianca sdo as alteragdes induzidas. Isso motivou a proposta inicial de utilizagdo de
ratos com 3 dias de vida no plano piloto do estudo. As dificuldades técnicas
encontradas, relatadas na secdo Métodos, impossibilitaram o éxito dessa

abordagem. O rato recém-desmamado, entretanto, representou uma alternativa

vidvel de utilizacdo do animal jovem.

Existem evidéncias de que os mecanismos e mediadores responsaveis pelo
estabelecimento da fibrose induzida por obstrucdo biliar incluam aumento do
metabolismo oxidativo, a produgdo de espécies reativas de oxigénio e a peroxidagdo
lipidica, desencadeados pelo estimulo toxico da acumulacdo intra-hepdatica de sais
biliares?31:36 ~ . 5
iliares . Ocorre entdo uma cascata de eventos que promovem a liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias e pro-fibrogénicas (transforming growth factor beta -

TGFP, tumor necrosis alpha — TNFa, interleucina 6 — IL6 e outras), o aumento da
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expressao de moléculas de adesao intercelular e a ativagao de fatores de transcrigao
nucleares (nuclear fator kappa beta — NFkP), culminando em ativagao e
diferenciagdo das células miofibroblasticas presentes no espago-porta € na zona de
interface (células estreladas). Esses miofibroblastos ativados sdo os responsaveis
pelo aumento da producdo do colageno que, depositado nas regides portais e,
posteriormente, entremeado no parénquima dos lobulos hepaticos, ocasiona a

fibrose/cirrose do érgio”.

Essa trama complexa, apenas parcialmente desvendada, apresenta alguns
potenciais pontos de intervengdo que tém sido explorados recentemente pelos
pesquisadores, visando a descobrir possiveis abordagens terapéuticas ou

. A 12
modulatérias do processo de fibrogénese .

Particularmente no tratamento das criancas com atresia das vias biliares,
cirurgides e hepatologistas tém prescrito, um tanto quanto empiricamente,
corticosterdides no periodo pods-operatorio imediato da portoenterostomia,
associando essa classe de medicamentos aos classicamente utilizados &cido
ursodesoxicélico e antibioticos®. Tal conduta se iniciou na década de 80, apos a
publicacdo de alguns trabalhos que demonstravam aumento do fluxo biliar em
modelo experimental ap6és administragio de metilprednisolona®™. Esse efeito
colerético, semelhante ao observado com a administracao de fenobarbital40, é
atribuido a estimulagdo do transporte de eletrdlitos através da bomba Na'-K'-ATPase
presente na superficie biliar dos hepatdcitos. Portanto, embora o aumento do volume
de bile ndo seja as custas de aumento da excrecdo de sais biliares, o favorecimento
do fluxo biliar, a0 menos teoricamente, diminuiria o risco de infeccao decorrente da

colestase. Esses novos conceitos, associados ao conhecimento prévio das
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propriedades anti-inflamatorias dos glicocorticoides, estimularam a utilizagao dessas

drogas no tratamento dos pacientes portadores de AVB recém-operados’'.

Assim, Karrer e Lilly (1985) publicaram um relato de 16 pacientes tratados
com “pulsos” de metilprednisolona por colangites de repeti¢do ou diminui¢do do
fluxo biliar, observando diminui¢do dos niveis de fosfatase alcalina sérica e de
linfocitos e aumento do volume de bile excretada’. A partir de entdo, outros autores
ampliaram a indica¢@o da utilizagdo do corticosterdide, defendendo seu uso rotineiro

p , . . . .42
no pés-operatorio da cirurgia de Kasai .

Nos ultimos anos, foram publicados diversos relatos dessa nova abordagem,
em estudos retrospectivos, ndo controlados e com tempos de seguimento curtos®".
Alguns sugeriram melhor evolucdo precoce, como diminuicdo dos niveis de
bilirrubina sérica, porém falharam em demonstrar beneficio real a longo prazo,
traduzido por aumento da sobrevida livre de transplante. Recentemente, em
dezembro de 2007, Davenport et al publicaram os resultados de um estudo
prospectivo conduzido em 2 centros britdnicos com metodologia mais adequada,
embora apresentando um namero total de casos relativamente pequeno®. Os autores
acompanharam a evolucao de 71 pacientes submetidos a portoenterostomia de Kasai
divididos em 2 grupos (prednisolona oral administrada durante 21 dias x placebo) e
observaram que o nivel médio de bilirrubina sérica foi menor no grupo corticdide

apds 1 meés, porém sem diferenca apos 6 e 12 meses. A necessidade de transplante

também nao foi estatisticamente diferente nos 2 grupos ap6s 6 e 12 meses.

Portanto, a eficacia dessa proposta terapéutica ainda ndo se encontra bem

definida. Nao ha estudos experimentais publicados visando ao esclarecimento
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especifico dessa questdo e essa auséncia deve suscitar algumas consideragdes
¢ticas, ja que a administragdo mais prolongada de corticosterdides pode incorrer
em surgimento de efeitos colaterais potencialmente graves nas criangas, como
déficits antropométricos, hipertensdo, hiperglicemia, disturbios gastrointestinais,
risco de infecgdo e supressdo adrenal® ™. Talvez os ensaios clinicos tenham sido
antecipados sem que houvesse énfase adequada na etapa de desenvolvimento de
estudos experimentais, como seria conveniente antes de se postular uma nova
indicacdo terapéutica para o medicamento. Assim, um dos objetivos propostos no
presente estudo foi contribuir, através de um modelo experimental, para o
entendimento de um dos aspectos envolvidos na evolugdo dos pacientes
portadores de AVB: o estabelecimento da fibrose portal _ principal fator
determinante da morbi-mortalidade relacionada a doenga ¢ da necessidade de
substituicdo do figado e como os depositos de colageno podem ser alterados

com a administra¢ao de corticosteroides.

Paralelamente ao estudo com o corticoide, outra medicagdo incluida nessa
pesquisa foi a pentoxifilina, droga j& reconhecida por outros pesquisadores pelo
potencial antiﬁbrogénicol6’18’19’46. Classificada como derivada das metilxantinas e
inibidora inespecifica das fosfodiesterases, a pentoxifilina também ja ¢ utilizada na
pratica clinica, com indicacdo terapéutica nos distirbios de perfusdo arterial
periférica e nas doengas cerebrovasculares, devido ao seu efeito potencializador do
transporte de oxigénio para os tecidos periféricos, agindo primariamente por meio do
aumento da deformabilidade eritrocitaria, da diminuicdo da viscosidade sangiiinea
(diminui¢do da concentracdo de fibrinogénio plasmatico) e da inibicdo da agregacdo

plaquetaria. E um medicamento bem tolerado, liberado para uso pediatrico, com
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incidéncia relatada de cerca de 3% de efeitos adversos gastrointestinais (dispepsia,
nauseas e diarréia) e menos de 0,25% de efeitos relacionados aos sistemas

cardiovascular e nervoso central (palpitacio, tontura ou vertigem, cefaléia)' .

As fosfodiesterases sdo enzimas envolvidas nos mecanismos de sinaliza¢ao
intracelular®’. S3o responsaveis pela degradac¢io dos nucleotideos ciclicos (cAMP —
cyclic Adenosine MonoPhosphate e cGMP - cyclic Guanosine MonoPhosphate) por
meio de hidrélise das pontes fosfodiéster presentes nessas duas moléculas. Portanto,
as fosfodiesterases regulam os niveis intracelulares desses “segundos-mensageiros”
sintetizados pelas proteinas ligadas aos receptores da membrana celular*®. A inibigio
dessas enzimas, que compreendem pelo menos 11 familias descritas, resulta em
aumento da concentracdo dos nucleotideos ciclicos, facilitando suas ligacdes as
enzimas-alvo: Proteina Kinase A (PKA) e Proteina Kinase G (PKG). Essas enzimas
ativadas pelas ligagdes com os nucleotideos, por sua vez, promovem a fosforilacio e
ativacdo de substratos como canais iOnicos, proteinas contrateis e fatores de
transcricdo que regulam as fungdes celulares. Assim, alteragdes na atividade das
fosfodiesterases podem afetar diversos processos, incluindo apoptose, diferenciagdo
e migracgdo, proliferacdo celular, contracdo muscular e glicogenoélise, entre outros. A
multiplicidade de familias e subtipos das fosfodiesterases exibe uma distribuicao
compartimentalizada nos diferentes tecidos, responsavel pela regulacdo de

mecanismos tdo importantes quanto diversos®’ .

A pentoxifilina, como inibidora ndo seletiva das fosfodiesterases, apresenta
teoricamente um potencial enorme de modulacdo desses processos celulares
mencionados, o que justifica o interesse dos pesquisadores, nas Ultimas décadas, em

identificar seus efeitos através de diversos modelos experimentais e ensaios clinicos.
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Entretanto, alguns autores sugerem que a droga bloqueie a ativagdo das células
estreladas nao por meio de seu efeito inibitorio sobre as fosfodiesterases, € sim, pelo
bloqueio do metabolismo oxidativo®®. Com relagdo especifica ao processo de
fibrogénese hepatica, desde 1993 os estudos t€ém demonstrado que a medicacao
diminui a ativagado e proliferacdo das células estreladas e modula a produgao de IL-1,

IL-6 ¢ TNFa (citocinas pro-inflamatorias)*®>".

Algumas publicagdes relatam os resultados de observagdes em culturas

19,52
celulares'””

(modelos “in vitro”) e talvez ndo revelem a complexidade das
interacdes e dos mecanismos que resultam no estabelecimento da fibrose hepatica “in
vivo”. Outros modelos utilizam agressdo predominantemente hepatocelular (agentes
como tetracloreto de carbono™ e acetaldeido™) e, portanto, revelam peculiaridades
possivelmente ndo compartilhadas com os modelos de agressdo inicialmente biliar.
Dentre esses modelos de ligadura biliar, foram utilizados somente animais adultos

14,16,51

(ratos e porcos) , com apresentagdo de resultados controversos _ alguns nao

demonstraram reducdo da fibrose hepatica com a administrag¢do de pentoxiﬁlinal4’16.

Com o objetivo de tentar obter informagdes mais aplicaveis ao tratamento
das criancas portadoras de AVB, propds-se, neste estudo, a verificagdao do efeito da
administracdo de pentoxifilina na evolucdo da fibrose hepatica induzida pela

obstrucdo biliar em animais jovens.

Analisando os resultados obtidos, observou-se que, com relagdo ao ganho de
peso dos animais durante o periodo de experimenta¢do, os grupos que receberam
corticosterdide (PRED e PTX + PRED) nitidamente apresentaram pior desempenho

que os demais grupos (LDBC, CS e PTX). Os animais tratados com pentoxifilina,
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entretanto, apresentaram uma tendéncia de melhor desempenho com relagdao ao
grupo LDBC e aos 2 grupos de animais tratados com corticoide. Esse fato ressalta o
potencial efeito adverso no desenvolvimento pdndero-estatural da terapéutica com

44,54

corticosterdides em animais ¢ humanos, amplamente documentado na literatura e

sugere um beneficio clinicamente identificavel da utilizagao da pentoxifilina.

Com relagdo a analise histologica, verificou-se que os animais dos 3 grupos
de tratamento (PTX, PRED e PTX+PRED) apresentaram diminuicdo da area
absoluta de colageno (sem diferenga estatistica entre os grupos), indicando um
benéfico retardo no desenvolvimento da fibrose portal decorrente da obstrugdo biliar.
Entretanto, sdo pertinentes mais algumas consideracdes a respeito da area total dos
espacos-porta e da fracdo de area de coldgeno nesses grupos, pois apresentaram
evolucdes diferentes. No grupo PTX, mensurou-se uma 4rea total maior (e
conseqiiente diminuicdo da fracdo de area de coldgeno) com relagdo ao grupos
tratados com corticosterdide. Como a area total ¢ resultante da soma da area
preenchida por colageno, da éarea ocupada pela proliferagdo ductular e da érea
ocupada pelas estruturas vasculares, teria o corticosterdide também um efeito
inibitério sobre a proliferacdo ductular, paralelamente a reducdo da sintese de
coldgeno? Ou ainda inversamente, seria a pentoxifilina uma droga indutora da
proliferacdo ductular? Essa segunda hipotese poderia explicar o aumento da area
total mais pronunciado no grupo PTX do que no grupo ndo tratado (LDBC)? Nao
foram obtidas respostas para essas questdes em consulta a literatura publicada até o
presente momento. Portanto, abrem-se novas perspectivas de investigacdo nessa
linha de pesquisa. A elucidagdo exata dos mecanismos envolvidos no retardo do

desenvolvimento da fibrose portal de padrao biliar obtido com a administragdo do
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corticosterdide e da pentoxifilina também representa um desafio futuro. Finalmente,
novos estudos experimentais e clinicos devem ser conduzidos no sentido de
confirmar o beneficio da utilizagdo dessas drogas no tratamento dos pacientes
portadores de AVB, objetivando melhora da sobrevida livre de transplante no pds-

operatorio da cirurgia de Kasai.



6. CONCLUSOES
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Nas condigdes do presente trabalho experimental, pdde-se concluir que:

1.

A evolugdo da fibrose hepatica induzida pela ligadura do ducto biliar
comum em ratos jovens pode ser modulada com a administragdo de

medicamentos.

A administragdo de prednisolona 3mg/kg/dia e pentoxifilina
10mg/kg/dia, isoladamente ou em associacdo, durante 15 ou 30 dias
apoOs a ligadura biliar resultou em diminuicdo da area preenchida por

colageno nos espagos-porta.



7. ANEXOS
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Anexo A - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo LDBC 15 dias

LAmina Espago-porta Area de coldgeno Area total Fragdo de area de colageno

1 1 29484,3 94653,5 0,311
1 2 20996,5 103784,9 0,202
1 3 30133,4 111054,2 0,271
1 4 25610,4 128616,7 0,199
1 5 7414,3 404244 0,183
1 6 8989,9 38583,4 0,233
1 7 30509,4 109314,8 0,279
1 8 21940,4 69392,5 0,316
1 9 47381,4 143732,4 0,330
1 10 28935,3 104635,7 0,277
1 11 34559,7 132013,6 0,262
1 12 24216,2 80271 0,302
1 13 25202,9 139539,9 0,181
1 14 21235,9 109619,4 0,194
1 15 21836,8 142095,9 0,154
2 1 9776,3 57635,9 0,170
2 2 18924,4 61102,9 0,310
2 3 21575,6 47889,1 0,451
2 4 26319,1 70349,1 0,374
2 5 16458,1 50826,6 0,324
2 6 47832,4 121438,3 0,394
2 7 24004,8 71632,6 0,335
2 8 22120,4 67566,9 0,327
2 9 52872,8 123739,4 0,427
2 10 49811,9 185352,1 0,269
2 11 16067,4 57842,5 0,278
2 12 11433,8 55054,8 0,208
2 13 17076,4 42955,1 0,398
2 14 37872,6 103901,1 0,365
2 15 20179,3 71657,2 0,282
3 1 18096,7 86447,3 0,209
3 2 35512,1 126080,3 0,282
3 3 22532,1 94623,4 0,238
3 4 13764,9 69565,5 0,198
3 5 73821,6 192447,7 0,384
3 6 9852,6 47270,1 0,208
3 7 74437,2 193809,7 0,384
3 8 19287,1 132197,8 0,146
3 9 23462,8 96957,4 0,242
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Anexo A - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo LDBC 15 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 66686,7 144675,6 0,461
3 11 16832 82361,3 0,204
3 12 59886,6 144335,3 0,415
3 13 21063,7 147516,6 0,143
3 14 40577,7 124241,5 0,327
3 15 28571,1 114967,3 0,249
4 1 17252,2 98670,2 0,175
4 2 16055,5 63933,3 0,251
4 3 18978,3 65149,7 0,291
4 4 8737,1 49182,4 0,178
4 5 24535,6 66581 0,369
4 6 25635,7 76145,1 0,337
4 7 46411,5 137116,3 0,338
4 8 14002,3 56068,8 0,250
4 9 28871,5 80324,9 0,359
4 10 39845,9 99142,9 0,402
4 11 21059,5 86232,3 0,244
4 12 44761,7 173594,8 0,258
4 13 28174,1 74089,8 0,380
4 14 18149,9 89395,3 0,203
4 15 22111,3 68471,7 0,323
5 1 42562,2 113559,7 0,375
5 2 18690,5 59399,9 0,315
5 3 28217,5 75545,7 0,374
5 4 38897,1 98121,9 0,396
5 5 23824,1 49368,7 0,483
5 6 71509,4 170377,1 0,420
5 7 24539,8 67867,4 0,362
5 8 24051 72435,8 0,332
5 9 24291,2 55399,3 0,438
5 10 28069 96287,2 0,292
5 11 41154 133332,2 0,309
5 12 17610 44090,2 0,399
5 13 45652,5 127756,7 0,357
5 14 30688 89332,3 0,344
5 15 23212,8 46928,3 0,495
6 1 12155 83674,9 0,145
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Anexo A - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo LDBC 15 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 14377,6 74445,6 0,193
6 3 22380,9 93886,1 0,238
6 4 19573,5 82069,3 0,238
6 5 18768,3 127653,1 0,147
6 6 17677,3 121878,1 0,145
6 7 17834,1 114028,9 0,156
6 8 23322,7 160238,8 0,146
6 9 8430,4 79791,3 0,106
6 10 17539,3 99497,9 0,176
6 11 15741,7 103766 0,152
6 12 11251 58018,3 0,194
6 13 21871,8 72054,2 0,304
6 14 20170,2 121248,6 0,166
6 15 9455,6 57953,9 0,163
7 1 15572,3 47503,9 0,328
7 2 17564,5 50158,6 0,350
7 3 30302,2 61849,4 0,490
7 4 19755,6 53675,3 0,368
7 5 44574,1 103238,7 0,432
7 6 18753,5 52985,5 0,354
7 7 18237,5 45676,3 0,399
7 8 26553 77853,8 0,341
7 9 21674,3 43533,5 0,498
7 10 14485,5 44852,1 0,323
7 11 50199,9 124267,4 0,404
7 12 31485,6 87359,7 0,360
7 13 22875,3 47768,6 0,479
7 14 17393,6 46105,5 0,377
7 15 22461,4 49228 0,456
8 1 33764,2 71360,9 0,473
8 2 19765,4 40418,8 0,489
8 3 27034,1 76384,6 0,354
8 4 35989,6 61747,8 0,583
8 5 20750,7 64002,7 0,324
8 6 30444,3 58275,3 0,522
8 7 11118 21402,6 0,519
8 8 21165,9 45190,3 0,468
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Anexo A - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo LDBC 15 dias
(conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 24764,5 74166,9 0,334
8 10 39459,4 113239,7 0,348
8 11 34529,6 100007,7 0,345
8 12 25868, 1 62997,1 0,411
8 13 58645 132820,3 0,442
8 14 32296,5 101889,3 0,317
8 15 47289,7 150384,8 0,314
9 1 23026,5 48328,1 0,476
9 2 28797,3 108779,8 0,265
9 3 27584,5 100904,7 0,273
9 4 49063,4 124829,7 0,393
9 5 26140,5 79487,4 0,329
9 6 25534,1 89425,4 0,286
9 7 17370,5 47186 0,368
9 8 11815,4 445454 0,265
9 9 31045,8 111483,5 0,278
9 10 12292,3 34363,6 0,358
9 11 24302,4 68375,1 0,355
9 12 18864,9 56497,3 0,334
9 13 20508,4 88270,7 0,232
9 14 31418,4 75428,7 0,417
9 15 37342,5 108031,1 0,346
10 1 39264 109082,3 0,360
10 2 22209,3 81972,6 0,271
10 3 29332,3 153126,3 0,192
10 4 46729,5 128037,5 0,365
10 5 31372,2 116151,4 0,270
10 6 20071,4 774483 0,259
10 7 32223 110910 0,291
10 8 35601 150889,7 0,236
10 9 33524,7 77316,6 0,434
10 10 37993,8 123474 0,308
10 11 15420 63732,4 0,242
10 12 58762,6 137473,5 0,427
10 13 55852,4 134036,6 0,417
10 14 49072,5 134141,7 0,366
10 15 42245 121741,5 0,347




Anexos

Anexo B - Medidas de area preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (um?) e fragdo de area de colageno — grupo LDBC 30 dias

LAmina Espago-porta Area de coldgeno Area total Fragdo de area de colageno

1 1 14293,6 84587,4 0,169
1 2 30402,3 114290,1 0,266
1 3 27943 133678,8 0,209
1 4 26146,1 1539484 0,170
1 5 16580,7 96362,9 0,172
1 6 15787,3 87372,3 0,181
1 7 10382 80105,7 0,130
1 8 11926,1 80430,7 0,148
1 9 12359,5 69453,4 0,178
1 10 46137,7 171095,6 0,270
1 11 13463,8 81439,7 0,165
1 12 12269,2 71612,3 0,171
1 13 29062 129099,8 0,225
1 14 9181,8 53929,5 0,170
1 15 23541,9 114023,3 0,206
2 1 14810,4 74077,2 0,200
2 2 16772,5 107134,9 0,157
2 3 12324,5 76091,2 0,162
2 4 20756,3 94929,4 0,219
2 5 19590,4 83498,5 0,235
2 6 33032,5 132981,3 0,248
2 7 22051,7 97713,7 0,226
2 8 29104 113284,6 0,257
2 9 30336,5 122710,7 0,247
2 10 13041,6 68154,5 0,191
2 11 19772,4 111531,8 0,177
2 12 11663,5 60547,6 0,193
2 13 20668 118897,8 0,174
2 14 14145,2 86598,5 0,163
2 15 29028,4 111327,3 0,261
3 1 43547,5 131926,8 0,330
3 2 17762,7 64287,7 0,276
3 3 26275 115118,5 0,228
3 4 28239,9 117349,5 0,241
3 5 25354,2 91241,9 0,278
3 6 9279,8 33787,3 0,275
3 7 32468,8 103490,8 0,314
3 8 12279,7 50493,3 0,243
3 9 28160,8 107551,6 0,262
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Anexo B - Medidas de area preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (um?) e fragdo de area de colageno — grupo LDBC 30 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 18274,6 103297,5 0,177
3 11 18598, 1 85445,9 0,218
3 12 24545,4 93602,5 0,262
3 13 19999,3 86202,2 0,232
3 14 27966,8 93130,5 0,300
3 15 22604,9 128069 0,177
4 1 231582 49277 0,470
4 2 38147,8 108598,4 0,351
4 3 20715 61287,8 0,338
4 4 6833,1 27639,8 0,247
4 5 40303,2 153048,6 0,263
4 6 32893,8 96597,5 0,341
4 7 34457,5 96754,3 0,356
4 8 31602,5 94012,1 0,336
4 9 39561 111466,7 0,355
4 10 34370,6 122725,4 0,280
4 11 15505,8 50386,9 0,308
4 12 40263,3 122816,4 0,328
4 13 44863,3 131393,9 0,341
4 14 11266,4 42187,6 0,267
4 15 18086,2 40827,7 0,443
5 1 8839,3 15333,5 0,576
5 2 30889 52028,3 0,594
5 3 21766,7 39170,9 0,556
5 4 46165,8 79161,1 0,583
5 5 18198,2 28724,5 0,634
5 6 24784,8 63300,3 0,392
5 7 18717,1 42439,7 0,441
5 8 13241,1 243381 0,544
5 9 11709,7 23435,5 0,500
5 10 34213,1 73497,4 0,466
5 11 50797,2 89660,7 0,567
5 12 32401,5 72885,4 0,445
5 13 5140,6 9342,8 0,550
5 14 65347,9 121953 0,536
5 15 13884,7 24415,8 0,569
6 1 27560,7 71901,5 0,383
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Anexo B - Medidas de area preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (um?) e fragdo de area de colageno — grupo LDBC 30 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 11066,8 24102,1 0,459
6 3 25747,7 53038,1 0,485
6 4 12545,8 26413,6 0,475
6 5 17770,4 42215,6 0,421
6 6 7777 14905,6 0,522
6 7 25666,5 50577,4 0,507
6 8 4873,8 10069,7 0,484
6 9 48608,2 123311,5 0,394
6 10 43191,8 84651,1 0,510
6 11 34710,3 58458,7 0,594
6 12 8291,7 15423,8 0,538
6 13 10303,6 19454,5 0,530
6 14 7454,9 19056,8 0,391
6 15 15906,3 30745,4 0,517
7 1 24574,8 92305,6 0,266
7 2 25978,8 79728,3 0,326
7 3 7395,4 14897,9 0,496
7 4 19664,6 54717,3 0,359
7 5 14555,5 41439,7 0,351
7 6 26817 92148 0,291
7 7 15931,5 49058,5 0,325
7 8 32138,2 107197,2 0,300
7 9 31062,6 107632,1 0,289
7 10 16722,1 48214,7 0,347
7 11 26077,5 72181,6 0,361
7 12 35938,5 102105,7 0,352
7 13 17138,8 39215,7 0,437
7 14 20410,4 50833,7 0,402
7 15 13437,2 42812,2 0,314
8 1 7310 24418,6 0,299
8 2 20392,8 71550 0,285
8 3 28681,1 122688,3 0,234
8 4 3949,4 15373,4 0,257
8 5 13323,1 50208,3 0,265
8 6 26591,5 70984,9 0,375
8 7 17867 41812,3 0,427
8 8 12696,3 33588,5 0,378



Anexos

Anexo B - Medidas de area preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espacos-porta (um?) e fragdo de area de colageno — grupo LDBC 30 dias
(conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 4271,6 16450,4 0,260
8 10 22072,1 45768 0,482
8 11 21949,5 106153,8 0,207
8 12 18056,8 56791,4 0,318
8 13 18846 103628,7 0,182
8 14 12707,5 50182,4 0,253
8 15 24996,3 75812,5 0,330
9 1 12673,9 48961,8 0,259
9 2 21190,4 68791,7 0,308
9 3 33907,8 129141,1 0,263
9 4 13894,5 39841 0,349
9 5 21840,3 80205,2 0,272
9 6 16746,6 41476,1 0,404
9 7 9193,7 21876,7 0,420
9 8 27380 94050 0,291
9 9 18285,8 52592 0,348
9 10 21150,5 59647,8 0,355
9 11 33082,2 75150,7 0,440
9 12 15227,1 39019,7 0,390
9 13 32696,3 120845,2 0,271
9 14 29585,8 94369,2 0,314
9 15 22315 83767,4 0,266
10 1 4756,8 10449,2 0,455
10 2 8854,7 18257,8 0,485
10 3 24071,3 61407,5 0,392
10 4 23303,8 44845,1 0,520
10 5 22321,3 40887,9 0,546
10 6 38829,9 89545,9 0,434
10 7 17766,2 36157,7 0,491
10 8 6925,5 23730,3 0,292
10 9 7307,2 15487,6 0,472
10 10 10023,5 21921,5 0,457
10 11 24739,3 46144,7 0,536
10 12 17507,8 30440,1 0,575
10 13 33741,8 83482,4 0,404
10 14 46132,1 100013,3 0,461
10 15 4905,3 11587,1 0,423




Anexos

Anexo C - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 15 dias

LAmina Espago-porta Area de coldgeno Area total Fragdo de area de colageno

1 1 376 3621,7 0,104
1 2 1261,2 12505,9 0,101
1 3 195,4 3418,6 0,057
1 4 10713,2 37933,5 0,282
1 5 573,5 4476 0,128
1 6 566,5 4241,4 0,134
1 7 609,9 3913,7 0,156
1 8 3789,8 15561,8 0,244
1 9 700,3 8109,7 0,086
1 10 399,8 5067,7 0,079
1 11 3855,6 23291,9 0,166
1 12 5057,9 19431,4 0,260
1 13 1172,2 7417,8 0,158
1 14 7457 35760,7 0,209
1 15 7466,1 30798,6 0,242
2 1 357,1 3328,3 0,107
2 2 8286,1 27719,6 0,299
2 3 876 4524,4 0,194
2 4 2583,9 13845,5 0,187
2 5 568,6 5578,9 0,102
2 6 1219,8 4916,5 0,248
2 7 394,2 3897,6 0,101
2 8 3132,9 23254,1 0,135
2 9 3650,4 32143,1 0,114
2 10 600,8 4583,2 0,131
2 11 1844,5 8475,2 0,218
2 12 1216,3 7775,6 0,156
2 13 2165,2 14117,9 0,153
2 14 422,3 2814,3 0,150
2 15 463,6 6214,8 0,075
3 1 2607,8 24759,6 0,105
3 2 931,3 14173,9 0,066
3 3 418,8 4761,7 0,088
3 4 1436,9 19393,6 0,074
3 5 729,7 9961,1 0,073
3 6 1976,8 17134,6 0,115
3 7 540,6 4969 0,109
3 8 390,7 4242,8 0,092
3 9 178,6 2633 0,068



Anexos

Anexo C - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 15 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 1778,6 15802,7 0,113
3 11 593,8 7709,8 0,077
3 12 1543,4 12892,4 0,120
3 13 198,9 2728,9 0,073
3 14 588,9 20507,7 0,029
3 15 51,8 3297,5 0,016
4 1 939,7 8467,5 0,111
4 2 231,8 5396,2 0,043
4 3 444,7 7084,5 0,063
4 4 1346,6 12637,5 0,107
4 5 141,5 2336,8 0,061
4 6 378,1 9529,1 0,040
4 7 3797,5 32632,6 0,116
4 8 795,5 10981,4 0,072
4 9 266,8 3462,1 0,077
4 10 1566,5 20486,7 0,076
4 11 435,6 13735,5 0,032
4 12 787,8 6951,4 0,113
4 13 625,3 7324 0,085
4 14 628,1 9596,3 0,065
4 15 488,8 6710,5 0,073
5 1 2376 13829,3 0,172
5 2 796,9 5090,9 0,157
5 3 5511,7 27757,4 0,199
5 4 1177,1 12072,4 0,098
5 5 12355,3 34713,8 0,356
5 6 10328,1 20724,1 0,498
5 7 486 11779 0,041
5 8 5453,6 29997,5 0,182
5 9 10111,7 41382,3 0,244
5 10 342,4 3179,9 0,108
5 11 12726,4 37646,4 0,338
5 12 12582,9 40258,4 0,313
5 13 874,6 5644,8 0,155
5 14 1560,2 18944 0,082
5 15 230,4 6356,9 0,036
6 1 5245,6 32842,7 0,160



Anexos

Anexo C - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 15 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 931,3 7360,4 0,127
6 3 236 6135,6 0,038
6 4 3932,5 29379,9 0,134
6 5 222 3046,1 0,073
6 6 2121,8 13797,8 0,154
6 7 1039,2 8033,3 0,129
6 8 3133,6 16283 0,192
6 9 245,8 11225,1 0,022
6 10 243 1979,6 0,123
6 11 838,9 9784,7 0,086
6 12 586,1 8607,5 0,068
6 13 380,9 4107 0,093
6 14 530,1 7876,5 0,067
6 15 163,2 2787 0,059
7 1 310,2 3670 0,085
7 2 394,9 6380 0,062
7 3 782,9 8232,2 0,095
7 4 585,4 5253,3 0,111
7 5 301,8 2355 0,128
7 6 2742,9 30242,3 0,091
7 7 3302,4 24250,5 0,136
7 8 341 2766,7 0,123
7 9 3629,4 24266,7 0,150
7 10 810,2 5593,6 0,145
7 11 1252,8 9099,8 0,138
7 12 219,9 2198,8 0,100
7 13 808,8 4345,8 0,186
7 14 460,1 3897,6 0,118
7 15 287,1 4808 0,060
8 1 993,7 9069 0,110
8 2 533,6 3583,2 0,149
8 3 1020,3 6607,6 0,154
8 4 841 4627,3 0,182
8 5 1554,6 9652,3 0,161
8 6 922,9 5831 0,158
8 7 371,1 43283 0,086
8 8 4781,3 20467,1 0,234



Anexos

Anexo C - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 15 dias
(conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 704,5 5779,2 0,122
8 10 693,3 4293,3 0,161
8 11 1285 6334,5 0,203
8 12 1079,8 8170,6 0,132
8 13 7450,7 33020,6 0,226
8 14 2764,6 13554,1 0,204
8 15 422,3 4648,3 0,091
9 1 1186,2 10625,7 0,112
9 2 549,7 5799,5 0,095
9 3 322,8 3951,6 0,082
9 4 171,6 2339,6 0,073
9 5 621,1 7422 0,084
9 6 889,3 1150,6 0,773
9 7 455,9 44445 0,103
9 8 530,8 3877,3 0,137
9 9 424.4 3909,5 0,109
9 10 395,6 3845,1 0,103
9 11 502,1 6525,7 0,077
9 12 4401,8 18790,7 0,234
9 13 107,1 2488,7 0,043
9 14 291,3 3238 0,090
9 15 108,5 1628,1 0,067
10 1 261,9 4046,8 0,065
10 2 334,7 4915,8 0,068
10 3 171,6 4166,5 0,041
10 4 500,7 4994,9 0,100
10 5 1619,7 21981 0,074
10 6 2406,8 22460 0,107
10 7 2053,8 21072,8 0,097
10 8 1815,1 14421,1 0,126
10 9 938,3 7160,1 0,131
10 10 1014 7050,9 0,144
10 11 3025,8 30407,9 0,100
10 12 736,7 5072 0,145
10 13 512,6 8795,2 0,058
10 14 322,1 5654,6 0,057
10 15 4135 32062,6 0,129




Anexos

Anexo D - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 30 dias

LAmina Espago-porta Area de coldgeno Area total Fragdo de area de colageno

1 1 1745 15517 0,112
1 2 755,6 4261,7 0,177
1 3 328,4 6329,6 0,052
1 4 813 4721,1 0,172
1 5 972,7 7125,8 0,137
1 6 19,6 2346,5 0,008
1 7 95,2 3724 0,026
1 8 163,9 3353,5 0,049
1 9 7972,4 26949,3 0,296
1 10 2110,6 17415,4 0,121
1 11 194 2317,1 0,084
1 12 375,3 4274,4 0,088
1 13 510,5 3250,6 0,157
1 14 159,7 2834,6 0,056
1 15 1081,2 3908,1 0,277
2 1 590,3 3922,1 0,151
2 2 2238,7 11480,7 0,195
2 3 221,3 3061,5 0,072
2 4 696,1 2062,3 0,338
2 5 745,8 4340,9 0,172
2 6 283,6 5711,3 0,050
2 7 43,4 1845,2 0,024
2 8 206,6 2081,9 0,099
2 9 586,8 7237,1 0,081
2 10 328,4 5362,6 0,061
2 11 91,7 2594,4 0,035
2 12 351,5 2275,1 0,154
2 13 217,8 770,3 0,283
2 14 706,6 6502,6 0,109
2 15 836,8 6555,1 0,128
3 1 3810,1 25343 0,150
3 2 1159,6 10111,7 0,115
3 3 955,8 5973,9 0,160
3 4 74,9 2972,6 0,025
3 5 88,9 2017,4 0,044
3 6 59,5 1346,6 0,044
3 7 6778,5 28330,9 0,239
3 8 2075,6 8387 0,247
3 9 6986,4 31757,3 0,220



Anexos

Anexo D - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 30 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 205,9 1611,3 0,128
3 11 82,6 2276,5 0,036
3 12 3906 26638,4 0,147
3 13 4857 19184,9 0,253
3 14 53,9 4565 0,012
3 15 946 8644 0,109
4 1 1210 4980,2 0,243
4 2 431,4 6964,7 0,062
4 3 577,7 11741,9 0,049
4 4 188,4 5399 0,035
4 5 442,6 3961,3 0,112
4 6 832,6 4420 0,188
4 7 824,9 5582,4 0,148
4 8 13789,4 42570,6 0,324
4 9 88,9 6118,8 0,015
4 10 165,3 4670,7 0,035
4 11 79,8 1284,3 0,062
4 12 422,3 7461,9 0,057
4 13 2371,8 13810,4 0,172
4 14 979 6802,3 0,144
4 15 2708,6 11312,6 0,239
5 1 3964,1 13124,9 0,302
5 2 787,1 10073,9 0,078
5 3 948,1 7069,1 0,134
5 4 181,4 2865,4 0,063
5 5 1084 8082,3 0,134
5 6 3896,9 18007,8 0,216
5 7 543,4 6416,4 0,085
5 8 448,2 3976,1 0,113
5 9 1484,5 13622,1 0,109
5 10 64,4 2202,3 0,029
5 11 273,1 2608,5 0,105
5 12 167,4 1922,2 0,087
5 13 499,3 3955 0,126
5 14 234,6 3225,4 0,073
5 15 1031,5 8223,8 0,125
6 1 5221,1 19110 0,273



Anexos

Anexo D - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 30 dias
(continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 5035,5 23934,7 0,210
6 3 2296,1 13601,1 0,169
6 4 5525 27403,8 0,202
6 5 1065,8 5972,5 0,178
6 6 10148,8 44280 0,229
6 7 432,1 2589,5 0,167
6 8 2335,4 9174,7 0,255
6 9 2907,5 10492,6 0,277
6 10 2618,3 21211,4 0,123
6 11 535 3541,9 0,151
6 12 4310,8 22481 0,192
6 13 3165,9 15816,7 0,200
6 14 1282,2 5086 0,252
6 15 5291,8 25608,3 0,207
7 1 607,8 4329,7 0,140
7 2 4087,4 14080,7 0,290
7 3 116,2 1926,4 0,060
7 4 3970,4 21707,2 0,183
7 5 1349,4 5282,7 0,255
7 6 675,7 4118,2 0,164
7 7 500,7 5031,3 0,100
7 8 352,9 7174,8 0,049
7 9 151,3 3104,9 0,049
7 10 2726,8 37444,8 0,073
7 11 22425,7 74415,5 0,301
7 12 8507,4 42271,6 0,201
7 13 1126,7 10866,6 0,104
7 14 74,9 3454,4 0,022
7 15 443,3 5894,1 0,075
8 1 440,5 5349,3 0,082
8 2 1157,5 1540,5 0,751
8 3 183,5 5027,1 0,037
8 4 154,1 5219,7 0,030
8 5 834 8891,8 0,094
8 6 7228,1 42849,3 0,169
8 7 705,9 6905,2 0,102
8 8 142,9 2947,4 0,048



Anexos

Anexo D - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), 4rea total dos
espagos-porta (um?) e fracdo de area de colageno — grupo SHAM 30 dias
(conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 110,6 2890 0,038
8 10 322,1 3687,5 0,087
8 11 163,2 5372,4 0,030
8 12 1584 32635,4 0,049
8 13 413,9 6967,5 0,059
8 14 392,8 6974,5 0,056
8 15 128,8 4158,8 0,031
9 1 3149,7 25787,6 0,122
9 2 345,2 4658,8 0,074
9 3 159 3889,2 0,041
9 4 989,5 5913,7 0,167
9 5 9961,1 40448,9 0,246
9 6 1672,2 7838,7 0,213
9 7 1621,1 6500,5 0,249
9 8 21686,9 76235,4 0,284
9 9 78,4 2220,5 0,035
9 10 242,3 6807,9 0,036
9 11 512,6 10031,9 0,051
9 12 1198,8 8597,7 0,139
9 13 3495,7 27416,4 0,128
9 14 85,4 4136,4 0,021
9 15 168,8 3053,1 0,055
10 1 724,1 3575,5 0,203
10 2 529,4 4096,5 0,129
10 3 1777,9 7424,8 0,239
10 4 423 4855,6 0,087
10 5 810,9 4263,9 0,190
10 6 530,8 4381,5 0,121
10 7 377,4 4559,4 0,083
10 8 287,1 3924,9 0,073
10 9 564,4 2920,8 0,193
10 10 3320,6 10305,7 0,322
10 11 1759 10220,9 0,172
10 12 866,9 3389,2 0,256
10 13 1406,1 6977,3 0,202
10 14 903,3 4260,4 0,212
10 15 546,9 3153,3 0,173




Anexos

Anexo E - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

64

espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 15

dias

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

1 1 21945,3 124409,5 0,176
1 2 15675,9 181952,3 0,086
1 3 13677,4 168226 0,081
1 4 4951,5 47384,2 0,104
1 5 14752,3 75435,7 0,196
1 6 17263,4 84179,8 0,205
1 7 11864,4 68871,5 0,172
1 8 8714,7 67469,6 0,129
1 9 8575,3 57890,1 0,148
1 10 12835,7 106800,2 0,120
1 11 11171,2 107264,5 0,104
1 12 20739,5 118316,6 0,175
1 13 20842,4 131727,2 0,158
1 14 6697,9 60889,3 0,110
1 15 7484,3 87824 0,085
2 1 8412,2 45340,8 0,186
2 2 6379,3 58192,6 0,110
2 3 37032,3 132325,9 0,280
2 4 36301,9 155029,6 0,234
2 5 18479,7 104297,5 0,177
2 6 12671,8 73716,6 0,172
2 7 4993,5 29758,1 0,168
2 8 12378,4 81611,3 0,152
2 9 12689,3 104712,7 0,121
2 10 13715,9 67730,8 0,203
2 11 7102 44810,8 0,158
2 12 8293,1 68758,1 0,121
2 13 9979,3 50398,8 0,198
2 14 12667,6 61864,8 0,205
2 15 8726,6 65586,6 0,133
3 1 15166,8 54361,5 0,279
3 2 7204,2 45292,5 0,159
3 3 9463,3 80955,1 0,117
3 4 4071,3 43553,8 0,093
3 5 6072,6 59198,2 0,103
3 6 15341,9 121640 0,126
3 7 3473,3 46088,7 0,075
3 8 8139,1 35937,1 0,226
3 9 8649,6 37016,2 0,234



Anexos

Anexo E - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

65

espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 15

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 8498,3 31562,6 0,269
3 11 8513,7 36553,3 0,233
3 12 12294,4 76145,1 0,161
3 13 9847,7 45149 0,218
3 14 6237,2 54336,3 0,115
3 15 7864,6 85994,2 0,091
4 1 11750,3 94137,5 0,125
4 2 15437,1 116927,3 0,132
4 3 10298 88793,1 0,116
4 4 1406,8 21501,3 0,065
4 5 7394 110554,3 0,067
4 6 4165,8 47069,1 0,089
4 7 2612 64629,4 0,040
4 8 8003,9 99307,4 0,081
4 9 10058,5 143191,8 0,070
4 10 27296,7 172914,1 0,158
4 11 4871 74809 0,065
4 12 5120,3 105068,5 0,049
4 13 2740,1 39854,3 0,069
4 14 10741,9 114272,6 0,094
4 15 14831,4 157521,8 0,094
5 1 4793,2 64583,9 0,074
5 2 4438,9 45438,2 0,098
5 3 7400,3 103221,2 0,072
5 4 10914,9 117263,4 0,093
5 5 10072,5 138623,3 0,073
5 6 7943,7 97442,7 0,082
5 7 1620,4 27873 0,058
5 8 15313,2 114225 0,134
5 9 14726,4 144401,1 0,102
5 10 8668,5 78979 0,110
5 11 10784,6 100817,9 0,107
5 12 27239,9 161455,1 0,169
5 13 5015,2 98275,3 0,051
5 14 11844,8 99162,5 0,119
5 15 7239,9 107806,5 0,067
6 1 8759,5 106763,1 0,082



Anexos

Anexo E - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

66

espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 15

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 5543,2 98234 0,056
6 3 9531,2 107724,5 0,088
6 4 7601,3 75379 0,101
6 5 3686,9 85292,5 0,043
6 6 7976,6 78958,7 0,101
6 7 14945,6 145419,3 0,103
6 8 5913,7 129371,5 0,046
6 9 9407,2 127234,3 0,074
6 10 5064,2 131569,6 0,038
6 11 3340,2 84748,4 0,039
6 12 3410,9 86912,2 0,039
6 13 3115,4 87814,1 0,035
6 14 23922,8 166410,8 0,144
6 15 12527,6 96533 0,130
7 1 16730,5 141062,3 0,119
7 2 15081,4 101343,8 0,149
7 3 9308,5 91905 0,101
7 4 10866,6 132211,8 0,082
7 5 5338 64016,7 0,083
7 6 9328,8 56382,5 0,165
7 7 5860,4 96386 0,061
7 8 9325,3 61552,5 0,152
7 9 9475,2 61357,8 0,154
7 10 7068,4 35958,8 0,197
7 11 8279,8 68791,7 0,120
7 12 23123,1 113860,9 0,203
7 13 8702,1 132440,7 0,066
7 14 6227,4 112617,9 0,055
7 15 7626,5 93895,9 0,081
8 1 5613,2 47604,1 0,118
8 2 14690,7 121801,1 0,121
8 3 7177,6 53969,4 0,133
8 4 7929,7 56054,8 0,141
8 5 8284,7 73462,4 0,113
8 6 6753,3 65466,9 0,103
8 7 12641,1 90597 0,140
8 8 7045,3 36731,2 0,192



Anexos

Anexo E - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

67

espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 15
dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 8645,4 51935,2 0,166
8 10 12781,1 118856,5 0,108
8 11 9499,7 86931,8 0,109
8 12 20697,5 124574,1 0,166
8 13 13970,1 91122,2 0,153
8 14 21264 97440,6 0,218
8 15 8024,9 70701,3 0,114
9 1 11085,7 90577,4 0,122
9 2 15451,1 92902,9 0,166
9 3 20639,3 130376,4 0,158
9 4 11131,3 77682,1 0,143
9 5 7151 92289,5 0,077
9 6 13727,1 51893,1 0,265
9 7 6585,9 91006,6 0,072
9 8 19628,9 68378,6 0,287
9 9 11870,7 89239,9 0,133
9 10 11148,8 85854,8 0,130
9 11 12631,2 103068,5 0,123
9 12 5191,7 37425,9 0,139
9 13 19222 93633,3 0,205
9 14 6500,5 84959,2 0,077
9 15 11272,7 69258,8 0,163
10 1 8282,6 80763,3 0,103
10 2 8775,6 106319,8 0,083
10 3 7546 85375,2 0,088
10 4 5251,2 54271,2 0,097
10 5 9940,1 86836,6 0,114
10 6 13718,7 128681,8 0,107
10 7 6773,6 81301,1 0,083
10 8 7163,6 79137,3 0,091
10 9 8665,7 87945,8 0,099
10 10 19409 80808, 1 0,240
10 11 12489,8 93257,2 0,134
10 12 14680,9 110739,8 0,133
10 13 8596,3 73099 0,118
10 14 9527,7 65927,7 0,145
10 15 8798,7 86276,4 0,102
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Anexo F - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos
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espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 30

dias

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

1 1 1479,6 8408,7 0,176
1 2 534,3 5331,7 0,100
1 3 7022,2 20004,2 0,351
1 4 17209,5 41251,4 0,417
1 5 1352,2 6394 0,211
1 6 2329,8 21220,5 0,110
1 7 2797,5 10692,9 0,262
1 8 8077,4 27570,5 0,293
1 9 1372,5 17059,6 0,080
1 10 3656,7 15090,5 0,242
1 11 1972,6 21294,1 0,093
1 12 1341 10952,7 0,122
1 13 1165,9 5847,8 0,199
1 14 2687,6 10946,4 0,246
1 15 1250,7 7968,2 0,157
2 1 7389,8 60444 0,122
2 2 18621,9 140472 0,133
2 3 20801,8 142199,5 0,146
2 4 10810,5 78341,1 0,138
2 5 22014,6 119545,5 0,184
2 6 16196,9 101738,7 0,159
2 7 11160 113628,4 0,098
2 8 18300,5 108593,5 0,169
2 9 10022,1 83661,6 0,120
2 10 3430,6 42710 0,080
2 11 4320,6 101437,6 0,043
2 12 9117,3 80144,3 0,114
2 13 9853,3 128033,3 0,077
2 14 7457,7 83878 0,089
2 15 19650,2 134923,1 0,146
3 1 18584,1 108880 0,171
3 2 11279 128978 0,087
3 3 16012,7 96183,6 0,166
3 4 18666,7 114448,4 0,163
3 5 16779,5 163298,2 0,103
3 6 15741,7 146349,2 0,108
3 7 14895,1 117283 0,127
3 8 14327,2 142627,4 0,100
3 9 8374,4 112972,2 0,074
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Anexo F - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos
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espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 30

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 23642,7 145079 0,163
3 11 11508 108951,4 0,106
3 12 12184,4 115553,4 0,105
3 13 9164,2 144037 0,064
3 14 18877,5 160885,8 0,117
3 15 17815,2 115368,5 0,154
4 1 18112,8 102845,8 0,176
4 2 14910,5 89587,2 0,166
4 3 21114,8 151231,4 0,140
4 4 16493,1 105812,1 0,156
4 5 22502,7 158069,4 0,142
4 6 23553,8 119056,8 0,198
4 7 18776 102075,6 0,184
4 8 21086,8 151451,3 0,139
4 9 8467,5 92958,2 0,091
4 10 17001,5 146427,6 0,116
4 11 17991,7 130071,8 0,138
4 12 14876,2 92566,8 0,161
4 13 12081,5 85250,5 0,142
4 14 18087,6 130930,3 0,138
4 15 11937,3 109545,9 0,109
5 1 7932,5 131594,1 0,060
5 2 13082,2 138215,1 0,095
5 3 4996,3 108211,9 0,046
5 4 13393,8 171155,1 0,078
5 5 11100,5 101004,9 0,110
5 6 11888,2 155283,8 0,077
5 7 8719,6 122807,3 0,071
5 8 8461,2 129830,9 0,065
5 9 13526,8 161845,2 0,084
5 10 8980,8 133981,3 0,067
5 11 9970,2 84195,2 0,118
5 12 19925,1 158243,1 0,126
5 13 11556,3 113627 0,102
5 14 13299,3 97263,4 0,137
5 15 12909,2 158772,5 0,081
6 1 9131,3 115662,6 0,079
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Anexo F - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos
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espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 30

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 15371,3 135463,7 0,113
6 3 7742 134276,8 0,058
6 4 19233,9 113414,1 0,170
6 5 6300,2 43922,1 0,143
6 6 18441,9 137056,1 0,135
6 7 19456,6 144402,5 0,135
6 8 5969,7 83060, 1 0,072
6 9 14897,9 114667,6 0,130
6 10 10505,2 123610,5 0,085
6 11 22584,6 114131,2 0,198
6 12 13038,8 126269,4 0,103
6 13 19160,4 109058,5 0,176
6 14 14594 140629,5 0,104
6 15 4945,9 138959,4 0,036
7 1 6450,1 101701,6 0,063
7 2 13655 167950 0,081
7 3 17568 169903 0,103
7 4 10897,4 150119,4 0,073
7 5 23726,1 141612,7 0,168
7 6 10335,8 1184244 0,087
7 7 12762,2 171563,3 0,074
7 8 9756,7 126108,3 0,077
7 9 15351,7 119897,1 0,128
7 10 11863,7 126241,4 0,094
7 11 22308 105801,6 0,211
7 12 7872,3 95957,4 0,082
7 13 11878,4 154898,6 0,077
7 14 13697,7 138273,9 0,099
7 15 10379,9 145506,1 0,071
8 1 15511,4 147942,3 0,105
8 2 12188,6 110393,9 0,110
8 3 29281,2 142086,1 0,206
8 4 5564,2 105231,6 0,053
8 5 34300,6 138733,9 0,247
8 6 11131,3 144941 0,077
8 7 15853,1 105297,4 0,151
8 8 14179,5 83038,4 0,171
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Anexo F - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos
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espagos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA 30
dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 14485,5 103607,7 0,140
8 10 11988,4 143220,5 0,084
8 11 11316,1 133391 0,085
8 12 10270,6 116115 0,088
8 13 12149,4 129653,7 0,094
8 14 15372 115514,2 0,133
8 15 17656,2 104888,5 0,168
9 1 14554,1 139328,5 0,104
9 2 11440,8 134586,3 0,085
9 3 8037,5 97439,2 0,082
9 4 10963,9 135256,5 0,081
9 5 14984,8 132229,3 0,113
9 6 16358 132143,1 0,124
9 7 8802,9 125001,2 0,070
9 8 7573,3 132665,5 0,057
9 9 5684,7 96378,3 0,059
9 10 9714 123877,3 0,078
9 11 12642,4 110472,3 0,114
9 12 6738,6 91934,5 0,073
9 13 16359,4 132271,3 0,124
9 14 12993,9 134622,7 0,097
9 15 10029,8 140150,6 0,072
10 1 7975,2 47237,1 0,169
10 2 9156,5 71811,9 0,128
10 3 19687 85472,5 0,230
10 4 6184 129134,8 0,048
10 5 13663,4 129583,7 0,105
10 6 4044,7 42677,8 0,095
10 7 11280,4 102425,7 0,110
10 8 12596,9 73907,8 0,170
10 9 10959,7 94481,3 0,116
10 10 11508 42474 0,271
10 11 3333,2 46594,3 0,072
10 12 13118,6 108716,8 0,121
10 13 23920 116376,2 0,206
10 14 14134 127959,8 0,110
10 15 12487,7 75793,6 0,165
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Anexo G - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 15

dias

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

1 1 11651,6 76603,1 0,152
1 2 34694,2 154318,8 0,225
1 3 30040,3 107115,3 0,280
1 4 10784,6 64756,8 0,167
1 5 27550,2 104670,7 0,263
1 6 9875 32366,5 0,305
1 7 20223,4 103108,4 0,196
1 8 11510,1 30343,5 0,379
1 9 17171,7 81672,2 0,210
1 10 34062,5 124854,2 0,273
1 11 10202 67457,7 0,151
1 12 9329,5 66224,6 0,141
1 13 11830,1 73296,5 0,161
1 14 12414,1 47599,9 0,261
1 15 6037,6 22441,1 0,269
2 1 5935,4 41086,8 0,144
2 2 4492,8 28881,3 0,156
2 3 3687,5 28679 0,129
2 4 5021,5 31884 0,157
2 5 17224,2 75337 0,229
2 6 2397 15456 0,155
2 7 2324,8 20300,4 0,115
2 8 5223,2 35423,1 0,147
2 9 12225,1 54312,5 0,225
2 10 5881,4 38604,4 0,152
2 11 6779,2 428844 0,158
2 12 1801,8 11870,7 0,152
2 13 662,4 7961,9 0,083
2 14 2717 32338,5 0,084
2 15 5240 47102,7 0,111
3 1 15776,8 70505,2 0,224
3 2 10745,4 74351 0,145
3 3 17091,8 80600,1 0,212
3 4 14387,5 54594,7 0,264
3 5 19904,1 73603,2 0,270
3 6 20833,3 75992,4 0,274
3 7 5683,3 494233 0,115
3 8 3896,9 21387,9 0,182
3 9 13500,2 47195,8 0,286
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Anexo G - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 15

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 5628,7 72421,1 0,078
3 11 2860,5 28674,8 0,100
3 12 12036,7 110557,8 0,109
3 13 9382 81354,3 0,115
3 14 8773,5 87743,4 0,100
3 15 11874,2 66998,4 0,177
4 1 15334,9 75781,7 0,202
4 2 19055,4 82757,6 0,230
4 3 20187 93517 0,216
4 4 15175,9 76931,5 0,197
4 5 24403,9 78715 0,310
4 6 22620,4 70975,1 0,319
4 7 15873,4 80455,2 0,197
4 8 24811,5 117319,4 0,211
4 9 11641,5 47917,1 0,243
4 10 9522,1 38503,5 0,247
4 11 17301,9 83093,7 0,208
4 12 12832,2 71792,3 0,179
4 13 12643,8 67426,9 0,188
4 14 10500,3 53811,8 0,195
4 15 10379,9 75141,6 0,138
5 1 12258 67411,5 0,182
5 2 4394,8 31619,3 0,139
5 3 1483,1 19283,6 0,077
5 4 5202,2 63726,1 0,082
5 5 3955,7 45027,8 0,088
5 6 3148,3 38126,8 0,083
5 7 5477,4 54728,4 0,100
5 8 1528 25385,7 0,060
5 9 14900,7 89279,1 0,167
5 10 13816,7 73294,4 0,189
5 11 7434,6 42128,8 0,176
5 12 18608,6 92342 0,202
5 13 9040,3 68931,1 0,131
5 14 3894,1 33547,8 0,116
5 15 10127,8 70288,2 0,144
6 1 7999 22697,4 0,352
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Anexo G - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 15

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 13050 46090,8 0,283
6 3 7021,5 35533,8 0,198
6 4 6065,6 26681,1 0,227
6 5 18605, 1 110017,9 0,169
6 6 29667,7 115499,5 0,257
6 7 18549,8 54977,8 0,337
6 8 14984,1 55699 0,269
6 9 14862,9 78371,2 0,190
6 10 12502,4 87218,2 0,143
6 11 35371,3 124224,6 0,285
6 12 8600,5 54059,7 0,159
6 13 13589,9 75895,1 0,179
6 14 11580,1 52437,2 0,221
6 15 18048,4 111234,2 0,162
7 1 3845,8 28820,4 0,133
7 2 11163,5 92534,6 0,121
7 3 22955,1 114456,1 0,201
7 4 18138 121176,4 0,150
7 5 9641,8 56981,2 0,169
7 6 8587,2 66822,6 0,129
7 7 6062,8 48493,4 0,125
7 8 2933,4 26625,1 0,110
7 9 8082,3 33544,3 0,241
7 10 2460,7 14748,8 0,167
7 11 8117,4 40079,1 0,203
7 12 13639,6 59800,4 0,228
7 13 14900 83421,4 0,179
7 14 7431,8 39869,1 0,186
7 15 15218 69533,3 0,219
8 1 2161,7 23024,4 0,094
8 2 6310,7 45200,8 0,140
8 3 7097,8 61698,1 0,115
8 4 2044,7 23981,7 0,085
8 5 8401 55752,9 0,151
8 6 7906,6 83850,7 0,094
8 7 12547,2 67019,4 0,187
8 8 12715,2 85908,8 0,148
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Anexo G - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 15
dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 13071,7 63955 0,204
8 10 222352 122544 0,181
8 11 8394,7 69602,6 0,121
8 12 13484,1 97780,2 0,138
8 13 10463,2 115510 0,091
8 14 3972,5 38883,1 0,102
8 15 7927,6 74105,3 0,107
9 1 16620,6 43750,6 0,380
9 2 16396,5 69098,4 0,237
9 3 13402,9 84590,2 0,158
9 4 6558,6 30001,8 0,219
9 5 17301,9 89328,8 0,194
9 6 3238,7 26277,1 0,123
9 7 4172,8 40955,1 0,102
9 8 1448,1 17085,5 0,085
9 9 2740,1 48903,8 0,056
9 10 2067,2 39838,2 0,052
9 11 2566,4 14320,2 0,179
9 12 2962,8 31987 0,093
9 13 6849,2 27441,6 0,250
9 14 7679 83897,6 0,092
9 15 10387,6 49475,9 0,210
10 1 4246,3 25348,6 0,168
10 2 5149,7 29168,4 0,177
10 3 11996,1 94568, 1 0,127
10 4 8988,5 66397,5 0,135
10 5 7431,1 71799,3 0,103
10 6 4457,1 48663,6 0,092
10 7 5812,1 31349 0,185
10 8 20710,1 88755,3 0,233
10 9 8207 83538,4 0,098
10 10 15125,5 66078,9 0,229
10 11 3400,4 39647,1 0,086
10 12 5333,1 43022,3 0,124
10 13 8207 51229,3 0,160
10 14 19930 63481 0,314
10 15 9183,9 84839,5 0,108




Anexos

Anexo H - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 30

dias

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

1 1 34271,2 109125,7 0,314
1 2 10182,4 25000,5 0,407
1 3 32297,9 84065 0,384
1 4 21627,4 89023,5 0,243
1 5 21038,5 127681,1 0,165
1 6 224782 123101,4 0,183
1 7 17023,9 72209 0,236
1 8 7802,9 49627,8 0,157
1 9 26816,3 107074 0,250
1 10 15187,8 60646,3 0,250
1 11 6546 31613,7 0,207
1 12 16225,6 92022,7 0,176
1 13 10277,7 64325,5 0,160
1 14 22977,5 69737,8 0,329
1 15 18219,9 55338,4 0,329
2 1 13220,1 51777,6 0,255
2 2 24069,9 92935,1 0,259
2 3 16748,7 85209,9 0,197
2 4 10441,5 74302 0,141
2 5 13645,2 64698 0,211
2 6 8245,5 49111,7 0,168
2 7 11195,7 63756,9 0,176
2 8 13288,8 40656,8 0,327
2 9 10949,9 50443,6 0,217
2 10 13036 57603 0,226
2 11 11877,7 69719,5 0,170
2 12 9027 26249,1 0,344
2 13 17014,8 63448,1 0,268
2 14 25230,9 83616,8 0,302
2 15 6740,7 23965,5 0,281
3 1 22137,2 91993,3 0,241
3 2 17578,5 68842,1 0,255
3 3 12619,3 73493,2 0,172
3 4 4401,8 29020 0,152
3 5 5662,3 31443,6 0,180
3 6 21535,7 114408,5 0,188
3 7 9195,1 75639,5 0,122
3 8 11324,5 87046 0,130
3 9 10146 59607,9 0,170
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Anexo H - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 30

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 5735,8 53104,6 0,108
3 11 1616,2 36189,9 0,045
3 12 3197,4 29938 0,107
3 13 6087,3 52595,5 0,116
3 14 6887,7 40583,3 0,170
3 15 9835,1 62044,7 0,159
4 1 5135,7 41438,3 0,124
4 2 3001,3 36348,9 0,083
4 3 8204,2 56622 0,145
4 4 6583,1 47840,8 0,138
4 5 6599,2 49758,1 0,133
4 6 3448,1 41106,4 0,084
4 7 15063,2 89501,8 0,168
4 8 20706,6 103305,2 0,200
4 9 22697,4 117130,4 0,194
4 10 21049 109325,3 0,193
4 11 12909,9 103301 0,125
4 12 18411,8 96253,6 0,191
4 13 7790,3 37505 0,208
4 14 25159,5 114872 0,219
4 15 13310,5 47364,6 0,281
5 1 27438,1 107609,7 0,255
5 2 14982 52485,6 0,285
5 3 6329,6 31847,6 0,199
5 4 6460,6 44228,1 0,146
5 5 12258 44859,8 0,273
5 6 7303,7 32620,7 0,224
5 7 7677,6 43037 0,178
5 8 18194,7 475474 0,383
5 9 20997,2 89306,4 0,235
5 10 7744,8 42261,1 0,183
5 11 26480,9 125489,3 0,211
5 12 14180,9 542782 0,261
5 13 8816,2 38771,8 0,227
5 14 5246,3 25180,5 0,208
5 15 10157,9 78047 0,130
6 1 22252 96596,8 0,230
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Anexo H - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 30

dias (continuacao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 8908,7 43909,5 0,203
6 3 21816,5 91094,8 0,239
6 4 31577,3 126189,6 0,250
6 5 20348,7 73816,7 0,276
6 6 20085,4 80806 0,249
6 7 10556,4 74525,4 0,142
6 8 13913,4 81027,3 0,172
6 9 10631,3 57706 0,184
6 10 13669,7 55718,6 0,245
6 11 13818,8 77395,8 0,179
6 12 28667,1 117374 0,244
6 13 20275,9 90353,3 0,224
6 14 13652,9 82558,7 0,165
6 15 7820,5 46106,2 0,170
7 1 5528,5 36425,2 0,152
7 2 16480,5 80280,8 0,205
7 3 17576,4 118801,9 0,148
7 4 8355,4 44740,7 0,187
7 5 6408,7 40165,3 0,160
7 6 6173,5 45550,2 0,136
7 7 14626,9 87141,9 0,168
7 8 5588,7 36601 0,153
7 9 8413,6 64907,4 0,130
7 10 5018 319282 0,157
7 11 16548,4 82847,2 0,200
7 12 10460,4 48982,2 0,214
7 13 13872,8 61492,9 0,226
7 14 3833,2 30344,9 0,126
7 15 8629,2 52272,7 0,165
8 1 10150,9 61648,4 0,165
8 2 17997,3 129800,8 0,139
8 3 11641,7 62667,3 0,186
8 4 17641,5 87914,3 0,201
8 5 5981,6 38135,9 0,157
8 6 10356,8 68727,3 0,151
8 7 20495,8 119916,7 0,171
8 8 22089,6 110779 0,199
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PREDNISOLONA 30
dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 20843,8 111157,2 0,188
8 10 19287,8 73793,6 0,261
8 11 20880,9 110840,7 0,188
8 12 19521 74804,1 0,261
8 13 7469,6 40495,1 0,184
8 14 10975,8 79553,9 0,138
8 15 32599 175721,4 0,186
9 1 27124,4 105758,9 0,256
9 2 11950,6 55760,7 0,214
9 3 10717,4 42147 0,254
9 4 12959,6 49927,5 0,260
9 5 19182,1 69335,1 0,277
9 6 22720,5 63458,6 0,358
9 7 124009,9 34540,1 0,359
9 8 34650,7 121075,6 0,286
9 9 20820,7 83875,9 0,248
9 10 44432,6 140777,3 0,316
9 11 33688,6 107977,3 0,312
9 12 11122,2 30605,4 0,363
9 13 9417 29980 0,314
9 14 20039,9 53213,1 0,377
9 15 17116,3 49543,8 0,345
10 1 18816,6 83641,3 0,225
10 2 16856,6 86201,5 0,196
10 3 8961,2 48507,4 0,185
10 4 15705,3 65539,7 0,240
10 5 14894,4 51952,7 0,287
10 6 13930,2 53933 0,258
10 7 12743,3 69683,8 0,183
10 8 22313,6 96290 0,232
10 9 12069,6 54961,7 0,220
10 10 14083,5 59568,6 0,236
10 11 11319,6 49337,2 0,229
10 12 30265 117949,7 0,257
10 13 254459 138702,4 0,183
10 14 23420 86235,8 0,272
10 15 15779,6 101404,7 0,156
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Anexo | - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos
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espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 15 dias

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

1 1 12454 67433,2 0,185
1 2 8938,8 30477,9 0,293
1 3 17164,7 61246,5 0,280
1 4 14615,7 121032,9 0,121
1 5 17133,2 79000,7 0,217
1 6 14120 57905,5 0,244
1 7 22369 98624 0,227
1 8 19135,2 95717,9 0,200
1 9 16199,7 108359,7 0,149
1 10 8635,6 68567,6 0,126
1 11 18937 122040,5 0,155
1 12 19562,3 112906,4 0,173
1 13 19367 99268,9 0,195
1 14 4994,2 29021,4 0,172
1 15 18626,1 94603,8 0,197
2 1 5971,8 23985,2 0,249
2 2 2606,4 24266,7 0,107
2 3 6059,3 51496,1 0,118
2 4 6359,7 47935,3 0,133
2 5 4604,9 35866,4 0,128
2 6 11069,6 109646 0,101
2 7 9496,2 30050,1 0,316
2 8 7245,5 89537,5 0,081
2 9 7683,2 45938,9 0,167
2 10 7817 73861,6 0,106
2 11 1946,7 17586,2 0,111
2 12 3335,3 46396,1 0,072
2 13 4240,7 23583,2 0,180
2 14 6025,7 24865,4 0,242
2 15 9102,6 75622,7 0,120
3 1 8756 40019,6 0,219
3 2 7700,7 31215,3 0,247
3 3 4534,2 27089,4 0,167
3 4 13907,1 62367,6 0,223
3 5 10468,1 47675,5 0,220
3 6 12319,6 55346,8 0,223
3 7 19125,4 58326,4 0,328
3 8 2457,9 8453,5 0,291
3 9 6203,6 25413,7 0,244



Anexos

Anexo | - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

81

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 15 dias (continuagao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 6034,8 18295,6 0,330
3 11 5249,1 40039,2 0,131
3 12 2708,6 9719,5 0,279
3 13 8281,9 25151,1 0,329
3 14 10559,9 32562,6 0,324
3 15 12351,8 43349,3 0,285
4 1 10214,6 46657,3 0,219
4 2 8608,9 50139 0,172
4 3 9527,7 40963,6 0,233
4 4 6498,4 34520,5 0,188
4 5 3452,3 11356 0,304
4 6 4651,1 25723,2 0,181
4 7 5763,1 31573,8 0,183
4 8 4489,3 24177,7 0,186
4 9 14448,4 71350,4 0,202
4 10 6569,1 30213,9 0,217
4 11 7886,3 40876,7 0,193
4 12 6741,4 27739,2 0,243
4 13 3390,6 17009,9 0,199
4 14 8048 51735,6 0,156
4 15 6773,6 37453,9 0,181
5 1 13238,3 45133,6 0,293
5 2 15309 62852,1 0,244
5 3 14051,3 62866,8 0,224
5 4 4187,5 19787,8 0,212
5 5 18037,2 68994,8 0,261
5 6 11653 56326,5 0,207
5 7 15119,9 58984,6 0,256
5 8 25789,7 139995,1 0,184
5 9 4472,5 27116 0,165
5 10 4113,3 13578 0,303
5 11 4902,5 19233,2 0,255
5 12 5067 18328,5 0,276
5 13 16687,8 97582,7 0,171
5 14 15584,2 41221,9 0,378
5 15 21346,6 66955,6 0,319
6 1 13097,6 63805,2 0,205



Anexos

Anexo | - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

82

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 15 dias (continuagao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 18761,9 58065,9 0,323
6 3 4766,6 20329,1 0,234
6 4 22654 98970,6 0,229
6 5 2581,8 15134,6 0,171
6 6 4640,6 17848,8 0,260
6 7 6975,2 33532,4 0,208
6 8 11403 35400,7 0,322
6 9 13578 33384,7 0,407
6 10 9474,5 50996,1 0,186
6 11 9219,6 36384,6 0,253
6 12 2348,6 14087,7 0,167
6 13 3186,9 19573,5 0,163
6 14 18265,5 86828,2 0,210
6 15 8524,9 32663,4 0,261
7 1 34069,5 113504,4 0,300
7 2 8061,3 35365 0,228
7 3 13246 43936,1 0,301
7 4 20184,2 74105,3 0,272
7 5 6542,2 21096,6 0,310
7 6 14554,1 57044,2 0,255
7 7 3259 15399,3 0,212
7 8 10347,7 43417,9 0,238
7 9 9680,3 50099,1 0,193
7 10 13746 50791,6 0,271
7 11 12206,9 57395,7 0,213
7 12 5607,6 17262,7 0,325
7 13 10463,9 39303,9 0,266
7 14 25326,1 97575 0,260
7 15 9236,4 53932,3 0,171
8 1 9124,3 41570 0,219
8 2 13491,1 50866,6 0,265
8 3 8381,4 49478 0,169
8 4 5401,8 30628,5 0,176
8 5 4359,8 21324,9 0,204
8 6 17395,7 69700,6 0,250
8 7 6230,9 41735,2 0,149
8 8 15142,3 65646,2 0,231



Anexos

Anexo | - Medidas de area preenchida por colageno (um?), area total dos

&3

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 15 dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 10306,4 43177,6 0,239
8 10 10065,5 47347,8 0,213
8 11 16564,5 93452,6 0,177
8 12 6878,6 29267,9 0,235
8 13 19062,4 90376,4 0,211
8 14 16726,3 76773,2 0,218
8 15 10637,6 61346,6 0,173
9 1 10211,1 54610,1 0,187
9 2 10674 37848,1 0,282
9 3 11374,3 38794,9 0,293
9 4 14795 40969,9 0,361
9 5 6286,2 23693,1 0,265
9 6 19410,4 60004,2 0,323
9 7 20346,6 59585,4 0,341
9 8 8464,7 50487 0,168
9 9 8230,8 49820,4 0,165
9 10 6125,8 23284,2 0,263
9 11 20576,3 101034,3 0,204
9 12 14975,7 53675,3 0,279
9 13 20965,6 79691,9 0,263
9 14 11263,6 44810,8 0,251
9 15 5098,6 27412,9 0,186
10 1 10531,1 56617,8 0,186
10 2 5701,5 35139,5 0,162
10 3 8048 54337 0,148
10 4 8866,6 41647,7 0,213
10 5 7127,2 35126,9 0,203
10 6 5520,8 29029,1 0,190
10 7 33939,3 115535,2 0,294
10 8 6884,2 33687,2 0,204
10 9 26269,3 110399,5 0,238
10 10 7822,6 47868,1 0,163
10 11 12728,5 61153,3 0,208
10 12 10053,6 44504,7 0,226
10 13 22314,3 85284,1 0,262
10 14 23755,5 83225,4 0,285
10 15 22545,4 105635,7 0,213




Anexos

Anexo J - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos

84

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 30 dias
LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno
1 1 4458,5 15383,2 0,290
1 2 28165,7 82660,3 0,341
1 3 23926,3 77479,8 0,309
1 4 25962 92297,2 0,281
1 5 15407 58237,5 0,265
1 6 37230,5 82725,4 0,450
1 7 33482,7 127581,7 0,262
1 8 21345,2 99836,1 0,214
1 9 21496,4 70330,9 0,306
1 10 24529,2 68226,6 0,360
1 11 274171 82284,2 0,333
1 12 24539,8 94645,1 0,259
1 13 24375,2 99231,8 0,246
1 14 19537,8 53118,6 0,368
1 15 18424,4 79411,1 0,232
2 1 5665,1 40350,8 0,140
2 2 15490,4 65821,2 0,235
2 3 9069,7 29037,5 0,312
2 4 16236,8 75871,3 0,214
2 5 18911,8 67072,6 0,282
2 6 18524,6 76456 0,242
2 7 25086 79074,3 0,317
2 8 15881,1 64971,8 0,244
2 9 16958,1 93830 0,181
2 10 14414,1 54806,2 0,263
2 11 29885,5 111591,3 0,268
2 12 31760,8 73012,8 0,435
2 13 29597,7 98063,8 0,302
2 14 22665,2 113610,2 0,199
2 15 18963,6 90123,6 0,210
3 1 34721,5 84831,8 0,409
3 2 18843,9 62492,9 0,302
3 3 18885,2 52961 0,357
3 4 23050,3 100317,9 0,230
3 5 3682,6 22393,5 0,164
3 6 16138,8 60653,3 0,266
3 7 9326,7 37848,8 0,246
3 8 7758,8 28691,6 0,270
3 9 15990,3 64780,6 0,247



Anexos

Anexo J - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos

85

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 30 dias (continuagao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

3 10 7990,6 33216,6 0,241
3 11 14612,9 38186,3 0,383
3 12 17243,8 53073,1 0,325
3 13 21103,6 76487,5 0,276
3 14 11245,4 43349,3 0,259
3 15 11516,4 470544 0,245
4 1 14390,3 58449,6 0,246
4 2 8352,6 48786,8 0,171
4 3 12816,8 42541,9 0,301
4 4 7581,7 38278,8 0,198
4 5 8336,5 42647 0,195
4 6 13082,2 65201,5 0,201
4 7 21011,9 93262,1 0,225
4 8 15207,5 68457,7 0,222
4 9 14517,7 60929,2 0,238
4 10 17357,9 61300,4 0,283
4 11 7647,5 39393,6 0,194
4 12 5599,2 27171,3 0,206
4 13 11668,4 38277,4 0,305
4 14 12984,1 43990,1 0,295
4 15 7460,5 26927,6 0,277
5 1 39406,9 105356,3 0,374
5 2 21871,8 77300,5 0,283
5 3 33020,6 94821,6 0,348
5 4 26842,2 82614,1 0,325
5 5 20591,7 63722,6 0,323
5 6 20467,1 77581,3 0,264
5 7 16255 44598,6 0,364
5 8 16659,1 48482,2 0,344
5 9 22038,4 69766,5 0,316
5 10 24016,7 72687,9 0,330
5 11 17290,7 74190 0,233
5 12 20072,8 73239 0,274
5 13 19974,8 58158,3 0,343
5 14 19951 77264,8 0,258
5 15 24941,7 128248,3 0,194
6 1 36008,5 132017,1 0,273



Anexos

Anexo J - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos

86

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 30 dias (continuagao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

6 2 27803 100334 0,277
6 3 13092 81025,2 0,162
6 4 17949 90080,2 0,199
6 5 13580,8 80287,8 0,169
6 6 25392,7 115802,7 0,219
6 7 15853,1 96609,4 0,164
6 8 122482 70861,7 0,173
6 9 14794,3 79753,5 0,186
6 10 9667 44700,1 0,216
6 11 15112,2 84418,6 0,179
6 12 7610,4 56833,4 0,134
6 13 16923,8 78348,8 0,216
6 14 13546,4 56906,3 0,238
6 15 8124,4 45877,2 0,177
7 1 15143,7 55875,5 0,271
7 2 3168 19486 0,163
7 3 2773 11899,4 0,233
7 4 6861,1 37572,2 0,183
7 5 16235,4 80649,1 0,201
7 6 46247 147069,1 0,314
7 7 17385,9 92998,8 0,187
7 8 1985,9 25824 0,077
7 9 4461,3 36423,8 0,122
7 10 7613,9 71503,8 0,106
7 11 6819,8 63908,8 0,107
7 12 5848,5 46936,7 0,125
7 13 17312,4 57222,8 0,303
7 14 25802,3 105826,8 0,244
7 15 10244,7 52986,2 0,193
8 1 12846,2 99286,4 0,129
8 2 10108,9 87307,2 0,116
8 3 18222,1 79516,1 0,229
8 4 7898,2 50437,3 0,157
8 5 12541,6 76718,6 0,163
8 6 11892,4 66465,5 0,179
8 7 9233,6 50466 0,183
8 8 15465,8 65467,6 0,236



Anexos

Anexo J - Medidas de 4rea preenchida por colageno (um?), area total dos

87

espacos-porta (umz) e fracdo de area de colageno — grupo PENTOXIFILINA +

PREDNISOLONA 30 dias (conclusao)

LAmina Espaco-porta Area de coldgeno Areatotal Fracdo de area de coldgeno

8 9 3682,6 31224,4 0,118
8 10 9372,9 54872,7 0,171
8 11 7279,2 47054,4 0,155
8 12 6633,5 36640,2 0,181
8 13 2153,3 15367,1 0,140
8 14 14021,9 73904,3 0,190
8 15 12578,7 65706,4 0,191
9 1 14465,2 98867 0,146
9 2 19482,5 103604,2 0,188
9 3 16957,4 107216,8 0,158
9 4 3336,7 36285,1 0,092
9 5 7178,3 50523,4 0,142
9 6 3736,6 37019 0,101
9 7 3710 31883,3 0,116
9 8 6721,1 47494,1 0,142
9 9 5043,9 44119,6 0,114
9 10 5901,1 49357,5 0,120
9 11 5614,6 52655 0,107
9 12 9679,6 88443,7 0,109
9 13 5989,3 34619,9 0,173
9 14 31980 99009, 1 0,323
9 15 18913,9 55329,3 0,342
10 1 11752,4 51473,7 0,228
10 2 7952,1 39567,2 0,201
10 3 13222,9 50725,1 0,261
10 4 28943 85221,1 0,340
10 5 16242,4 70056,4 0,232
10 6 11478,6 68699,3 0,167
10 7 10704,1 51895,9 0,206
10 8 11750,3 48026,3 0,245
10 9 2950,2 33889,6 0,087
10 10 11553,5 66222,5 0,174
10 11 2975,4 18783 0,158
10 12 18851,6 69155,1 0,273
10 13 12790,2 58719,2 0,218
10 14 8947,9 37110 0,241
10 15 11239,8 42351,5 0,265
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Anexo L - Médias e desvios-padrao das medidas de area preenchida por
colageno (um?), area total dos espagos-porta (um?) e fragio de area de colageno

Grupos Area de colageno Area total Fracdo de drea de
colageno
LDBC 15 dias 27818,7+5889,6 90560,6+17877,3 0,316+0,073
SHAM 15 dias 1786,9+1339,7 11501,94+3997,8 0,129+0,041
PTX 15 dias 10650,4+1908,4 87702,4+14617 0,126+0,034
PRED 15 dias 10959,3+3999 61032,1+13274,8 0,175+0,038
PTX + PRED 15 dias 11131,9+3044,5 51447,7+13996,3 0,223+0,035
LDBC 30 dias 21956,3+3515 71086,2+22576,7 0,344+0,116
SHAM 30 dias 1811+1066,2 10269,51+4566,3 0,138+0,030
PTX 30 dias 12466,9+3675,9 107934,6+35651 0,125+0,034
PRED 30 dias 14922,7+3680 70125,2+11153,7 0,213+0,046
PTX + PRED 30 dias 15483,6+49009,2 65172,8+11705,2 0,232+0,053

Anexo M — Descricao da técnica de coloracdo pelo picrossirius:

1. Desparafinizacao a quente com xilol.

2. Hidratagao: banhos sucessivos em etanol 100°, 95°, 80° e lavagens em

agua corrente e agua destilada.

3. Imersdo no corante especifico (“sirius red” + solucao saturada de acido

picrico) por 1 hora.
4. Lavagens em agua corrente ¢ agua destilada.

5. Imersdao em hematoxilina de Carazzi por 5 minutos (coloragdo de fundo

dos nucleos).
6. Lavagens em agua corrente e agua destilada.
7. Desidratagdao: banhos sucessivos em etanol 80°, 95°, 100° e xilol.

8. Montagem das laminas com balsamo.
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