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RESUMO

SOITO, Isabel Cristina da Silva. Excrecao urinaria de glicosaminoglicanos em criangas com
bexiga neurogénica secundaria a Mielomeningocele. 2011. 46 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A excrecao urinaria de glicosaminoglicanos (GAG) esta alterada em vérias patologias
do trato urinario; o padrdo de excrecdo pode estar associado com o estado da doenca. A
excrecdo urinaria de GAG em criancas com bexiga neurogénica (BN) secundaria a
mielomeningocele (MMC) pode também estar alterada, mas até a presente data ndo ha
detalhamento epidemioldgico dos pacientes e ndo se correlacionou o padrao de excrecdo com
grau de disfuncdo vesical. Analisamos a excre¢do urindria de um grupo bem definido de
criancas com MMC e correlacionamos os resultados com escore cistométrico. As amostras de
urina de 17 pacientes com MMC, 10 meninos e 7 meninas (media de idade + DP de 4,6 £ 2,9
anos) foram obtidas durante o exame cistométrico. As amostras do grupo controle foram
obtidas de 18 criangas normais, 13 meninos e 5 meninas (6,9 = 2,2 anos). Todas as criangas
ndo estavam com infec¢do urindria, tinham funcéo renal normal e ndo estavam sob tratamento
farmacoldgico. A quantificagdo do GAG urinario total foi expressa em pg de &cido
hexurénico / mg de creatinina e a proporcdo dos diferentes tipos de GAGs sulfatados foi
obtida por eletroforese em gel de agarose. A avaliagdo cistométrica foi realizada utilizando
aparelho de urodindmica Dynapack modelo MPX816 (Dynamed, S&o Paulo, Brasil), a partir
da qual o escore cistométrico foi calculado de acordo com procedimento recente publicado.
[14]. Ndo observamos diferenca significativa na excrecdo urindria de GAG total entre
meninos e meninas tanto no grupo com MMC ( 0,913 = 0,528 vs 0,867 + 0,434, p>0,05)
como no grupo controle (0,546 + 0,240 vs 0,699 + 0,296, p>0,05). Os resultados mostraram
também que a excre¢do de GAG urinario ndo se correlacionou com a idade tanto no grupo
com MMC ( r = -0,28, p> 0,05) como no grupo controle (r = -0,40, p> 0,05). Entretanto, a
comparagdo dos dois grupos mostrou que o grupo com MMC excretava 52% a mais de GAG
total que o grupo controle (0,894 + 0,477 vs 0,588 + 0,257, p <0,04). Nesses pacientes a
excrecdo de GAG total ndo se correlacionou com a complacéncia vesical isoladamente (r = -
0,18, p> 0,05) mas foi significativa e negativamente correlacionada ao escore cistométrico (r=
-0,56, p<0,05). Em média, 0s pacientes com piores escores (<9) excretaram 81% a mais de
GAG que os pacientes com melhor escore (>9) (1,157 = 0,467 vs 0,639 + 0,133, p<0,04). O
sulfato de condroitin foi 0 GAG sulfatado predominante nos grupos neurogénico e controles
(92,5 £ 7,6% vs 96,4 £ 4,8%, respectivamente, p> 0,05), enquanto o sulfato do heparan estava
presente em quantidades marcadamente menores; o dermatam sulfato ndo foi detectado. A
excrecdo urinaria de GAG em pacientes com MMC é significativamente maior que a excre¢ao
das criangas normais e 0s altos valores encontrados estdo correlacionados a um maior
compromentimento da funcéo vesical. Evidéncias em modelos animais com MMC induzida
sugerem que alteraces no detrusor estdo associadas a um elevado turnover da matriz extra
celular (MEC) vesical, o que pode explicar a elevada excrecdo de GAG nos pacientes com
MMC. Além disso, esses resultados indicam que a excrecdo urinaria de GAG pode ser usada
como fator adjuvante para a caracterizacdo da disfuncdo vesical em pacientes com MMC.

Palavras-chave: Bexiga. Neurogénica. Disfuncdo vesical. Cistometria. Urodindmica.
Mielomeningocele. Glicosaminoglicanos. Matriz extra celular.



ABSTRACT

Urinary glycosaminoglycan (GAG) excretion is altered in a number of urinary tract
disorders, and the excretion pattern may be associated with disease state and/or outcome.
GAG excretion in children with neurogenic bladder secondary to myelomeningocele (MMC)
may be affected, but existing data lack more detailed demographics and does not correlate
excretion pattern with severity of bladder dysfunction. Here we analyzed GAG excretion in a
well defined group of children with MMC and correlated the results with cystometric score.
Urine specimens from 17 patients (10 boys, 7 girls) mean age = SD, 4.6 + 2.9 years) were
obtained during cystometry. Control specimens were from 18 normal children (13 boys, 5
girls) (6.9 = 2.2 years). All children were free from urinary infection, had normal renal
function, and were not under pharmacological treatment. Total urinary GAG was assayed as
Mg hexuronic acid/mg urinary creatinine, and sulfated GAGs were determined by agarose gel
electrophoresis. Cistometry was done using a Dynapack MPX816 (Dynamed, Sdo Paulo,
Brazil), from wich a cystometry score was calculated according to a recent procedure [14].
There were no significant differences in total GAG excretion between male and female
individuals in the MMC (0.913 £ 0.528 vs 0.867 £ 0.434, p>0.05) and control (0.546 + 0.240
vs 0.699 * 0.296, p>0.05) groups. Also, urinary GAG did not correlated with age in the MMC
(r =-0.28, p>0.05) and control (r= - 0.40, p>0.05) groups. However, MMC patients excreted
52% more GAG than controls (0.894 + 0.477 vs 0.588 + 0.257, P<0.04). In these patients,
total GAG excretion was not associated with vesical compliance alone (r= - 0.18, p>0.05), but
was significantly and negatively correlated (r= -0.56, p<0.05) with cystometric score. On
average, MMC patients with worst scores (<9) excreted 81% more GAG than those with
better scores (>9) (1.157 + 0.467 vs 0.639 + 0.133, p<0.04). Chondroitin sulfate prevailed in
both groups, but there were no significant differences between them. GAG excretion in MMC
patients is significantly greater than in normal children and higher values correlate with a
more severely compromised bladder function. Evidences from animal models of MMC
suggest that an altered detrusor is associated with higher vesical extracellular matrix turnover,
wich might explain higher GAG excretion in MMC patients. In addition, these results indicate
that urinary gAG excretion might be used as an adjuvant factor for the characterization of
vesical dysfunction in patients with neurogenic bladder.

Keywords:  Neurogenic bladder. Vesical dysfunction. Cystometry. Urodynamic.
Myelomeningocele. Glycosaminoglycans.
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INTRODUCAO

A maioria das anomalias congénitas da medula espinhal resulta de defeitos do
fechamento do tubo neural durante a quarta semana de desenvolvimento. Correlagdes tém
sido feitas entre a presenca de Defeitos do Tubo Neural (DTN) e fatores nutricionais como
também uso de certas substancias. Ha 20 anos constatou-se elevada incidéncia de DTN na
Irlanda e Reino Unido [1,2], estudos evidenciaram que a suplementacdo de vitaminicos (B12)
e de &cido fdlico antes da concepcao reduz a incidéncia de DTNs [3]. Entretanto, atualmente,
em alguns paises como a e India, por exemplo, observa-se ainda uma elevada incidéncia desta
méa formacdo congénita [4]. O uso do &cido valproico (anticonvulsivante) durante a fase
inicial da gravidez (4° semana do desenvolvimento), época em que as pregas neurais estdo se
fundindo, também pode acarretar DTN.

Os defeitos do tubo neural afetam os tecidos sobrepostos a medula espinhal: meninges,
arcos vertebrais, musculos e pele. As anomalias envolvendo os arcos vertebrais sao
denominadas coletivamente espinha bifida; este termo denota a falta de fusdo das metades
embrionérias dos arcos vertebrais, comum a todos os tipos de espinha bifida [5].

Os disrafismos espinhais ou DTNs (figura 1) sdo classificados em cisticos, que
apresentam posterior protrusdo dos elementos espinhais através do defeito espinhal
(Mielomeningocele, Meningocele, etc); ou ndo cisticos que ndo apresentam protrusdo dos
elementos espinhais, apresentam pélos, sinus, lipoma ou alteracdo da cor da pele (Lipoma

intradural, cisto dermdide ou epidermdide,etc) [1,5].

Figura 1- Disrafismos espinhais: ndo cisticos e cisticos.
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Espinha bifida é a causa neurogénica mais comum de disfuncdo do trato urinério baixo
na infancia. A maioria das criancas portadoras de Espinha Bifida (95%) apresenta inervacao
vesical anormal e consequente algum grau de disfuncéo vesical. Outras causas de disfuncéo
vesical neurogénica incluem: agenesia sacral, trauma raquimedular e anomalias do Sistema
Nervoso Central (ex: paralisia cerebral) [1,5,6]. O diagnostico pré-natal é feito através de ultra
sonografia; niveis elevados de alfa feto proteina antes da 24° semana de gestacdo promovem

uma forte suspeicao (figura 2).

Figura 2- Imagem ultra sonografica pré natal e ectoscopia de paciente com
Mielomeningocele.

As disfungdes neurogénicas do trato urinario inferior também s&o denominadas como
bexiga neurogénica (BN). Estas disfuncGes podem causar desde infeccdo do trato urinario,
aumento da pressao vesical e incontinéncia urinaria até avancados graus de lesdo do trato
urinario superior, com sensivel piora do prognéstico quando ndo diagnosticados e tratados
adequadamente [7] (figura 3). Sabe-se que a conduta expectante na BN de alto risco aumenta
em 50% o risco de deterioracdo do trato urinario superior, enquanto que a introducao precoce
em casos especificos, do cateterismo intermitente limpo (CIL) associado ao uso de
blogueadores colinérgicos, resolve 30-50% dos casos de RVU em 2 a 3 anos de instituida a

terapéutica [5].
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RIN ESQUERDO

Figura 3 — Imagem ultra sonogréfica do trato urinario superior demonstrando uretero-
hidronefrose em paciente com BN de ma complacéncia e uretrocistografia de paciente com
BN com diverticulos e refluxo vésicoureteral bilateral

Para o adequado entendimento desta condi¢do torna-se necessario o conhecimento da
fisiologia da micgdo e do padrdo de comportamento vesical dessas criancas atraves do exame
urodinamico [4, 8, 9,10].

O trato urinario inferior representado pela musculatura lisa da bexiga (detrusor) e pelos
esfincteres uretrais atuam de forma sinérgica com o objetivo de armazenar urina a baixa
pressdo, manter a continéncia, promover a contracdo detrusora e conduzir a urina da bexiga ao
meio externo. Este evento neurologico é mediado por vias reflexas que estdo sob controle
voluntario. Desta forma as fungdes sdo coordenadas pelo sistema nervoso central (SNC),
sistema nervoso autbnomo (SNA) e sistema nervoso somatico (SNS) [11]. Estudo recente
sobre a etiologia da bexiga hiperativa (sindrome caracterizada por urgéncia urinaria) salienta a
participagdo dos neurotransmissores, tipos celulares da parede vesical (células intersticiais e
miofibroblastos) e do fator de crescimento neural (NGF) [12].

A resposta do sistema nervoso e da musculatura lisa vesical apds lesGes neurologicas
sdo de carater imprevisivel, visto a capacidade de reorganizacdo, de onde surge a necessidade
de realizacdo do estudo urodindmico para adequada avaliagdo do comportamento vesical.

Entretanto, em casos com diagnéstico de bexiga hiperativa (sindrome caracterizada
por queixas como urgéncia urinaria, aumento na frequéncia de micgdes, nictiria acompanhada

ou ndo de incontinéncia) permite-se o inicio da terapéutica sem a confirmacdo por exame
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urodindmico [10], em contrapartida, nos casos de disfun¢do neurogénica do trato urinério
baixo, o exame cistométrico, urodindmico ou video urodindmico tem indicacdo absoluta
principalmente para definir o tipo de disfuncdo e a evolucdo do comportamento vesical
durante o tratamento [9].

O estudo urodindmico investiga a fase de enchimento e esvaziamento vesical e é
realizado utilizando-se aparelho especifico (figura 4). A denominagdo cistometria é

comumente utilizada para denominar a investigacao da fase de enchimento [13].

Figura 4 — Aparelho para Estudo Urodindmico, Dynapack MPX816

O estudo urodindmico completo é composto pelo estudo urofluxométrico (miccéo
espontanea), estudo cistométrico (fase de enchimento vesical) e estudo miccional (fase de
esvaziamento vesical); em adultos o registro eletromiografico é realizado durante os dois
ultimos estudos citados. Em criancas geralmente o registro eletromiografico ndo é utilizado,
pois a maioria dos pacientes do grupo pediatrico contrai voluntariamente a musculatura do
assoalho pélvico durante a fase de esvaziamento na vigéncia da permanéncia do cateter uretral
assim como em situagdes de stress, como no caso o estudo urodinamico [14].

Por existir muitas particularidades envolvendo a analise do exame urodindmico
(cistométrico ou video urodindmico) no grupo pediatrico, alguns estudos sugerem ser
necessarios uma padronizacdo da terminologia e o estabelecimento dos instrumentos para
avaliacdo urodindmica [13]

Néveus descreve observaches sobre a técnica a ser utilizada durante o exame
urodindmico (cistométrico) no grupo pediatrico. Entre as consideragdes realizadas ressalta que

as fases de enchimento e esvaziamento vesical no grupo pediatrico sdo definidas no momento
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da andlise da curva, ao término do exame, haja vista que as criangas muitas vezes urinam sem
avisar ou ndo atendem a solicitagdo do urodinadmicista de protelar a micgao.

Em relacdo a velocidade de infusdo no grupo pediatrico somente o enchimento
fisioldgico é permitido e a maioria dos estudos sugere uma velocidade de infuséo entre 5-10
ml/min [15,16], alguns sugerem 5 a 10% da capacidade vesical estimada para a idade em
ml/min [5,13].

Em criancas qualquer atividade detrusora observada durante a fase de enchimento é
considerada patologica [13]. Alguns estudos consideram contracdo involuntaria do detrusor
um aumento na pressdo vesical acima de 15 cmH20 em relacdo a linha de base [5,13]
entretanto MacNeily [14] considera no grupo pediatrico um aumento de 5cmH20 em relagéo
a linha de base como adequado. Quando contracBes involuntarias sdo observadas em
pacientes com lesdo medular pode-se dizer que existe hiperreflexia detrusora, entretanto
atualmente prefere-se a utilizagdo do termo hiperatividade detrusora neurogénica [17].

O enchimento vesical é interrompido quando a capacidade estimada para a idade é
atingida, na presenca de dor, ou perda urinaria na presenca de contrac@es involuntarias de alta
amplitude. Sabe-se que quando a pressdo vesical excede 40cmH20 de forma intermitente ou
continua a filtracdo glomerular é diminuida e a drenagem pielocalicial e ureteral ficam
prejudicadas conduzindo a hidronefrose de carater obstrutivo e/ou a refluxo vésico ureteral
[7,18]. Logo sugere-se também a interrupcdo no enchimento vesical durante o exame
cistométrico quando se atinge o limite superior de 30 cmH20.

Em relacdo a complacéncia no grupo pediatrico a avaliacdo qualitativa da curva (se
linear ou ndo) é tdo ou mais importante que a avaliacdo quantitativa [13].

No grupo pediatrico a avaliacdo da pressao vesical pode ser através da cateterizacdo via
puncdo supra pubica [13,15] ou via uretral. Estudo de Ichino [16] concluiu que altas pressdes
encontradas durante a fase de esvaziamento vesical em meninos néo estava correlacionada ao
tamanho do cateter utilizado. Pode-se utilizar cateteres de duplo ou triplo ldmen, assim como
dois cateteres de 4 French [19].

Para realizacdo do exame sdo introduzidas sondas uretral e retal, para afericdo da
pressdo vesical e abdominal respectivamente. O registro da variacdo das pressdes € continuo

durante a fase de enchimento e esvaziamento vesical (figura 5).
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Figura 5 — Representacdo esquematica do Estudo Urodindmico

Pacientes com disfungdo vesical neurogénica de diferentes etiologias apresentam em
estudos in vitro [20] e em modelos animais [21,22] alteracGes estruturais na parede vesical.
Ghoniem [20] observou significativa diminuicdo da contratilidade e aumento na rigidez da
parede vesical no grupo com MMC enquanto Nagatomi [21,22] em dosagens bioquimicas
identificou baixas concentracbes de coladgeno e altas concentragfes de elastina na parede
vesical de ratos com lesdo medular, resultados estes que sugerem um remodelamento
importante nos tecido.

Estes ultimos resultados diferem dos encontrados por Charlton [22] em 2003, que
analisou tecidos da parede vesical obtidos de bidpsias de pacientes com disfuncdo vesical
neurogénica, 0 mesmo identificou um aumento na producdo de elastina e colageno, e uma
diminuicdo neural associada a hipertrofia celular. Outros resultados também obtidos de
bidpsias evidenciaram degeneracdo axonal associada regeneracao [24].

A Matriz extracelular (MEC) é frequentemente denominada de tecido conjuntivo,
contém proteinas estruturais (colageno, elastina, fibrilina); proteinas especializadas
(fibronectina, laminina) e proteoglicanos.

Os proteoglicanos sdao complexos glicoconjugados encontrados na MEC e na superficie
das células, e sdo constituidos de uma proteina central a qual as cadeias de GAGs se ligam
covalentemente. Os proteoglicanos e GAGs apresentam varias fung@es entre elas: organizacao
estrutural da MEC (se ligam entre si, ao coladgeno ou a elastina) e interacdo com fatores do
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crescimento modulando seus efeitos nas células. As variagdes em concentracdo, no estado de
agregacdo e de ordenagdo molecular dos seus constituintes é que determinam as diferengas
morfologicas e as propriedades viscoelasticas dos diferentes tecidos, permitindo inimeras

funces, tanto em processos normais como patologicos [25] (figura 6).

UROTELIO
VASOS
SANGUINEOS
MIOFIBROBLASTO | _o o .
o 0
&
NERVOS [ o & 'S &

DETRUSOR

Figura 6- Representacdo esquematica das camadas da parede vesical

A bexiga contém proteoglicanos em toda a espessura da parede vesical, notadamente na
camada muscular, onde desempenham um papel importante em relacdo a complacéncia
vesical e na superficie luminal do urotélio, onde estdo envolvidos com a permeabilidade.

A principal fonte de glicosaminoglicanos na urina decorre do turnover de
proteoglicanos presentes no trato urinario [26].

Excrecdo de GAG encontra-se alterada em condigdes patologicas como na urolitiase,
cistite intersticial, infecgdo urinaria e nas disfungdes vesicais [27, 28, 29,30].

A excrecdo urinaria de GAGs em criangas com bexiga neurogénica (BN) secundaria a
mielomeningocele (MMC) pode também estar afetada, conforme descrita por Salvaggio [28]
entretanto tal estudo ndo detalha o perfil do paciente, ndo correlaciona o padrdo de excregédo
com o grau de disfuncéo vesical de forma objetiva, ndo menciona se os pacientes do estudo
estavam em uso de medicagdo especifica além de somente fornecer dados sobre a excrecao de
GAG total, ndo realizando a quantificagdo dos GAGs sulfatados; tais questionamentos

justificam a realizacdo do presente trabalho.
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1 OBJETIVO

Analisar a excrecao urinaria de glicosaminoglicanos (GAGs) em pacientes pediatricos
portadores de bexiga neurogénica (BN) secundaria a Mielomeningocele (MMC).
Correlacionar a excrecdo de GAG com o padrédo de comportamento vesical na cistometria,
através de um escore destinado ao grupo pediatrico [14] que quantifica quatro componentes

do exame: capacidade vesical, complacéncia, contragcdes involuntarias e sensacdo vesical.
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2 PACIENTES E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité local de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do Hospital Universitario Pedro Ernesto na Universidade Estadual do Rio de Janeiro — UERJ
(registro CEP/HUPE: 2423).

2.1 Pacientes e amostras de urina

Foram incluidos no presente estudo 17 pacientes com MMC, 10 meninos e 7 meninas
(média de idade = DP de 4,6 + 2,9 anos) que estavam em acompanhamento no ambulatério de
Urologia da AACD (Associacdo de Assisténcia a Crianca Deficiente). Os controles
consistiram em 18 crian¢as saudaveis, 13 meninos e 5 meninas (6,9 + 2,2 anos) que nao
apresentavam alteragdo na miccdo e que ndo estavam utilizando medicamentos. Todos 0S
pacientes foram submetidos a correcdo cirdrgica para MMC logo ap6s o nascimento. A leséo
neuroldgica localizou-se na regido toracica em 1 paciente, na regido lombar em 11 pacientes e
na regido lombo-sacra em 5 pacientes.

O exame cistométrico de todas as criancas foi realizado no setor de Uroneurologia do
Servico de Urologia do Hospital Municipal Souza Aguiar. Quando a cistometria foi realizada
e as amostras de urina coletadas todos os pacientes com MMC apresentavam 0s niveis séricos
de creatinina e uréia normais. N&o havia evidéncia de refluxo vésico ureteral e
ureterohidronefrose conforme determinado pela uretrocistografia miccional, urografia
excretora ou ultra-sonografia. Os pacientes apresentavam cultura de urina negativa, nédo
estavam sob tratamento medicamentoso especifico por no minimo de seis meses antes da
cistometria e realizavam regularmente o cateterismo intermitente limpo.

Foram utilizados como critérios de exclusdo do estudo tanto no grupo de criangas com
MMC como no grupo controle pacientes com histdria de célculos renais ou vesicais, diabetes
mellitus ou outras doencas metabdlicas, hipertensdo arterial e resultado anormal no dipstick
test (veja outras analises).

As amostras de urina de pacientes com MMC foram coletadas através de cateter
intravesical durante o esvaziamento vesical para realizacdo da cistometria. As amostras de
criancas do grupo controle foram coletadas por miccdo espontanea. As amostras de urina
foram imediatamente congeladas, sem adi¢do de conservantes e armazenadas a -20 ° C até

analises posteriores.
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2.2 Cistometria

A avaliacdo cistométrica foi realizada seguindo as orientacdes de Nevéus [13]. Foi
utilizando o aparelho de estudo urodindmico MPX816 Dynapack (Dynamed, Séo Paulo,
Brasil) acoplado a um computador com software especifico. Os pacientes com MMC
realizaram a cistometria em posicdo supina, ndo foram submetidos a anestesia geral ou
sedacdo. O procedimento iniciou com a remocdo da urina residual. Em seguida foi realizado
cateterismo vesical transuretral com dois cateteres 4 French [19], enquanto um cateter baldo
foi introduzido no reto para o registro da presséo intra-abdominal. O enchimento vesical foi
realizado com solucgéo salina aquecida a temperatura corporal com velocidade de infusdo de 5
a 10 mL / min. Os cateteres foram preenchidos com solucdo salina e os transdutores de
pressdo foram posicionados na sinfise pubica. Como os pacientes com MMC em estudo nédo
relatavam a sensacdo do enchimento vesical ou desejo miccional o enchimento vesical foi
encerrado quando o volume estimado para capacidade vesical maxima foi alcancado, na
presenca de dor, na perda urindria, na presenca de contragdes involuntarias de alta amplitude

mantidas ou quando a pressdo vesical atingiu 30 cm H,0 [31].

2.2.1 Pontuacdo (Escore) no estudo cistométrico

Esta pontuacdo (Escore) reflete a qualidade geral da funcéo de armazenamento vesical
e varia de O (pior condi¢do) a 18 (condicdo normal). Foi calculada a partir dos dados da
cistometria de acordo com um procedimento previamente publicado [14] usando seguintes
varidveis: 1) capacidade vesical maxima estimada (ml); 2) complacéncia vesical (ml / cm
H20), 3) atividade do detrusor (avaliada por trés sub componentes: a) volume infundido no
momento da primeira contragcdo involuntaria dito em percentual da capacidade vesical
estimada, b) o nimero de contragdes involuntarias observadas e ¢) magnitude das contragdes)
e 4) a sensacdo de enchimento vesical (volume vesical observado na primeira sensacéo).
Como a sensacgdo de enchimento vesical esteve ausente em todos os pacientes com MMC, o
volume vesical na primeira contragdo do detrusor (como percentual de capacidade maxima
vesical estimada) foi utilizado em sua substituicdo, conforme recomendado pelo MacNeily
[14].



22

2.2.2 Descricdo do célculo do Escore

» Capacidade vesical (EV)

A capacidade vesical foi determinada pela formula abaixo amplamente utilizada:
EV= 30 x (idade em anos + 2) expressa em ml
Os achados sdo classificados de 0 a 5 de acordo com o percentual de EV achado.

Quadro 1 — Componente do escore de MacNeily: capacidade vesical (EV)

Pontuagéo Percentual de EV encontrado
0 0% ou abaixo de 20%

1 20% - 39%

2 40% - 59%

3 60% - 79%

4

5

80% - 99%
100% EV ou maior

» Complacéncia vesical - EV20

Adequada complacéncia vesical corresponde a capacidade de armazenamento de
urina com baixa pressao.

A maioria das criangas consegue armazenar 95% ou mais de sua capacidade vesical
com uma pressdo de enchimento abaixo de 20 cm H20. O volume minimo aceitavel para o
armazenamento com pressdo vesical inferior a 20 cm H20 (EV20) foi caracterizado neste
escore pela formula linear abaixo:
Volume esperado com pressao vesical inferior a 20 cm H20:
EV20 = 17 x (idade em anos) + 55 ml.

Os achados séo classificados de 0 a 5 de acordo com percentual de EV20 encontrado.
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Quadro 2 — Componente do escore de MacNeily: complacéncia vesical (EV 20)

Pontuagéo Percentual de EVV20 encontrado

0 0% a menor que 20%
1 20% - 39%
2 40% - 59%
3 60% - 79%
4
5

80% - 99%
100% EV20 ou maior

» Atividade do detrusor (A)

Os autores acreditaram que era importante mensurar os trés componentes da atividade
do detrusor durante o enchimento vesical: o volume infundido (mensurado em percentual da
capacidade vesical estimada) no momento da primeira contracdo involuntaria, 0 nimero total
de contracgdes involuntarias e a magnitude da maior contracéo.

Uma contracdo involuntaria foi definida como um aumento de 5 cm H20 acima da
linha de base da presséo do detrusor.

A pontuacdo dada a este componente do escore é resultante do somatdrio dos pontos
dados ao volume, nimero e magnitude das contragdes involuntarias dividido por trés.

Quadro 3 — Componente do escore de MacNeily: Atividade do detrusor (A)

Volume observado na Numero total de Magnitude da maior
12 contracdo com %EV contracdes contragao
0 menor que 25 % 0 | 5contragcdes ou mais | 0 60 cm H20 ou mais
1 25% - 49% 1 4 1 45 - 60 cm H20
2 50% - 74% 2 3 2 30 - 44 cm H20
3 75% - 100% 3 2 3 15-29 cm H20
4 | Enchimento completo | 4 1 4 | Menor que 15cm H20
5| Nenhum enchimento |5 Nenhuma 5 Nenhuma




» Sensacdo de enchimento vesical (B)
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Pontuacdo de 0 a 3 foi baseada no volume infundido no momento que o paciente reporta a

primeira sensacdo de bexiga cheia correlacionado com o percentual de EV (capacidade

vesical) registrada no momento. Quando a primeira sensagdo nédo foi indicada durante o

enchimento, a primeira evidencia de atividade do detrusor foi utilizada como substituto da

sensacao.

Quadro 4 - Componente do escore de MacNeily: Sensacdo de enchimento vesical: (B)

Pontuacao

Percentual de EV encontrado

0

Menor que 10%

10% - 19%

20% - 29%

30% - 49%

50% -75%

76% -90%

91% -100%

Ol | N W W N B~

100% EV ou mais

Pontuacao (escore) total

Resulta do somatorio da pontuagdo dos componentes. Teremos um minimo de 0 em pacientes

com um bexiga com capacidade vesical

reduzida (pequena), baixa complacéncia,

demonstrando contragdes involuntarias do detrusor precoces, freqiientes e de alta amplitude e

auséncia de sensagdo de enchimento vesical e 0 maximo de pontuacdo em pacientes com

parametros normais em todos os componentes.
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Figura 7 — Exemplo n® 1 — Escore 2,3

ESCORE =2.3

EV (8 anos + 2 x 30 = 300ml) -------- 100ml /30% ---- 1 pt
EV 20 (17X8 anos + 55=191ml) ---------- pX L — 1 pt
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2.3 Isolamento do GAG total das amostras de urina

O processamento das amostras de urina foi realizado no Laboratorio de bioquimica da
matriz extracelular da Unidade de Pesquisa Urogenital (Departamento de Anatomia).

O GAG total foi isolado em separado de cada amostra de urina de acordo com um
protocolo previamente descrito [32]. Resumidamente, as amostras de urina foram
descongeladas, filtradas em papel-filtro padrao e suas densidades foram ajustadas para <1.020
por adicdo de agua destilada. Cloreto de cetilpiridinio foi entdo adicionado a urina diluida
para uma concentracdo final de 0,1% e apds 24 horas a temperatura ambiente os precipitados
foram coletados por centrifugacdo (3000 x gravidade, 30 minutos). O precipitado foi entéo
dissolvido em NaCl 2M e as cadeias de GAGs foram precipitadas pela adicdo de trés volumes
de etanol absoluto. Apds 24 horas a -20 ° C a mistura foi centrifugada (3000 x gravidade, a 30
minutos) e o precipitado foi lavado com uma série de solucGes de etanol. O precipitado final
que consistia de GAG urinério total foi seco a 60 ° C, dissolvido em agua destilada e mantido

a-20 ° C até analises posteriores.

2.4 Anélise dos glicosaminoglicanos

A concentracdo de GAG urinario total em cada uma das amostras foi determinada
pela dosagem do é&cido hexurbnico através do método do carbazol [33] utilizando a
glucuronolactona (Sigma, St. Louis, EUA) como padrdo. Os resultados para a quantificagcdo
total de GAG foram entdo normalizados para a concentracdo de creatinina urinaria de cada
amostra, e expressos em g de acido hexurénico por miligramas de creatinina (ug hexua/mg
creatinina).

A proporcdo dos diferentes tipos de GAG sulfatados (heparan sulfato, condroitin
sulfato e dermatan sulfato) foi obtida por eletroforese em gel de agarose 0,5% em tampao pH
9,0 de 50 mM de 1,3 diaminopropano (Merck, Darmstadt, Alemanha) da preparacdo de GAG
total juntamente com degradagdes especificas com condroitina-liases ( Sigma, St Louis,
Missouri, EUA), conforme descrito por Maroclo [32]. As placas de gel foram digitalizadas a
300 dpi em um scanner de mesa e bandas GAG em imagens digitais foram quantificadas
usando a versdo do software 1,43 Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EUA). A proporcéo de
cada tipo de GAG sulfatado foi expressa como percentual do total de GAG sulfatado.
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2.5 Outras analises

As amostras de urina foram testadas com dipsticks (Multistix 10G, Bayer, Tarrytown,
Nova lorque, EUA) para os leucdcitos, eritrocitos, pH, densidade, proteina total e glicose . A
creatinina urinaria foi determinada por um ensaio enzimético automatizado (Sera-Pack, a

Bayer, Tarrytown, Nova lorque, EUA).

2.6 Andlise estatistica

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados de acordo com Sokal e Rohlf
[34]. Comparagdes entre as médias dos dois grupos foram feitas utilizando Two-tailed test
(teste bicaudal). Correlacdo entre as varidveis foi determinada por regressdo linear e pela
execucdo do Teste t para o coeficiente de correlacdo. Todos os resultados sdo apresentados

como média * desvio padréo e significancia estatistica foi considerada quando p <0,05.
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3 RESULTADOS

Sabe-se que os horménios sexuais femininos podem afetar a excrecdo urinaria de
GAG em mulheres em idade fértil [32,35], por isso primeiro foi avaliada a excrecdo deste
metabdlito em meninos e meninas separadamente. Como esperado, os resultados mostraram
que a excrecdo urinaria de GAG em meninos ndo foi significativamente diferente da
encontrada em meninas, tanto no grupo com MMC (0,913 £ 0,528 vs 0,867 + 0,434, p> 0,05)
como no controle (0,546 + 0,240 vs 0,699 + 0,296, p> 0,05). Também foi investigada se a
idade poderia afetar a excrecao urinaria de GAG em cada grupo. Os resultados mostraram que
a excrecdo de GAG urinério ndo se correlacionou com a idade tanto no grupo com MMC
(r=-0,28, p> 0,05) como no grupo controle (r = -0,40, p> 0,05) (grafico 1 e 2). Em vista
destes resultados, todos as subsequentes analises foram realizadas sem a estratificacdo por

idade e sem distin¢éo do sexo.
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Gréafico 1 — Andlise da correlacdo entre a excrecdo urinaria de GAG expressa em g de
HexUA por mg de creatinina (eixo y) e a idade em anos (eixo x) no grupo com MMC.
(r=-0,28, p>0,05)
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Grafico 2 — Correlagdo entre a excrecdo urinaria de GAG expressa em pg de HexUA por mg

de creatinina (eixo y) e a idade em anos (eixo x) no grupo controle (r = -0,40, p> 0,05).
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Usando essa abordagem, a comparacdo dos dois grupos mostrou que o grupo com
MMC excretava 52% a mais de GAG total que o grupo controle (0,894 + 0,477 vs 0,588 +
0,257, p <0,04) (grafico 3).
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Grafico 3- Média da excrecdo urindria de GAGs totais em 17 pacientes com bexiga
neurogénica e 18 criangas normais (controles). A excrecdo urinaria de GAG total foi
quantificada como pg de acido hexurénico (HexUA) por mg de creatinina urinaria. As barras
representam meédia e desvio padrdo. Os dois grupos sao significativamente diferentes (teste
bicaudal, p< 0,04).
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Em contraste, a quantificagdo dos diferentes tipos de GAGs sulfatados apresentaram
valores similares para ambos grupos. Assim, o sulfato de condroitin foi 0 GAG sulfatado
predominante nos grupos neurogénico e controles (925 = 7,6% vs 96,4 % 4,8%,
respectivamente, p> 0,05), enquanto o sulfato do heparan estava presente em quantidades

marcadamente menores; o0 dermatam sulfato ndo foi detectado (gréfico 4).
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Gréfico 4- Percentual de GAGs sulfatados nos grupos neurogénico e controle
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Para investigar se a gravidade da disfuncéo vesical nos pacientes com MMC estava
associada com a excrecdo urindria de GAG, como demonstrado acima, utilizamos dados
cistométricos de 17 pacientes com MMC. Os valores referentes a complacéncia vesical
isoladamente ndo se correlacionaram com a excrecdo de GAG total (r = -0,18, p> 0,05)
(gréfico 5) . Observamos também que ndo existe associagdo entre a excre¢do de GAGS totais
e a presenca de hiperreflexia.

2,0
1,8 1 *

16 - .
14 - .

12 {1 &

1,0 -
08 1 @ .

0,6
o* o o
04 |

0,0 . . . . *

Gréfico 5- Analise da correlacdo entre a excrecdo urinaria de GAG total expressa em g de
HexUA por mg de creatinina (eixo y) e a complacéncia vesical (eixo x) (r =-0,18, p> 0,05)

Quadro 5- Andlise da associacdo da excrecdo urindria de GAG total com a presenca de
hiperreflexia (ndo ha associacéao)

CONCENTRACAO HIPERREFLEXIA
DE GAG TOTAL PRESENTE AUSENTE
ALTA 6 3

BAIXA 6 2
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O escore cistométrico, que combina varios parametros e reflete melhor a fungéo
vesical [14], em seguida foi calculado. Como é mostrado no grafico 6, o escore variou muito
entre os pacientes, e foi significativa (p <0,05) e negativamente correlacionado com a
excrecdo de GAG total (r=-0,56).
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Gréafico 6 — A analise da correlacdo entre a excre¢do urinaria de GAG (eixo X) e a gravidade
da disfuncdo vesical determinada por escore cistométrico (MacNeily) (eixo y). Os dados
plotados sdo de 13 pacientes com MMC. A regressdo linear e o teste para coeficiente de
correlacdo indicam que estas duas varidveis estdo negativa e significativamente
correlacionadas (r= -0.56, p<0.05). A linha de regressao foi determinada por regressao linear
e 0s GAGs totais foram quantificados como pg de HexUA por mg de creatinina urinaria
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Para melhor caracterizar essa correlacdo, os pacientes com MMC foram separados em
dois grupos, os com maior hostilidade vesical (escores <9, n=8) e os com menor hostilidade
vesical (escores > 9, n=5). A média da excrecdo de GAGs totais em cada um destes subgrupos
foi entdo calculada, e os resultados mostraram que em média os pacientes com MMC com
maior hostilidade vesical excretaram 81% de GAGs a mais do que os com condigdes menos
graves (1,157 £ 0,467 vs 0,639 + 0,133 respectivamente; p <0,04, gréafico 7).
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Gréfico 7 - Excrecdo urinaria de GAG total em pacientes com menor escore (escore <9, n=8)
e maior escore (escore>9, n=5). As barras representam as médias e desvio padrdo. Os dois
grupos sao significativamente diferentes (teste bicaudal, p <0,04).
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que criangcas com bexiga
neurogénica secundaria a MMC que nédo faziam uso de medicacdes especificas (que atuam na
contratilidade detrusora) apresentavam excre¢do urindria de GAG aumentada. Além disso,
observamos que uma maior excre¢do urinaria de GAG estava associada a escores
cistométricos que correspondiam a maior gravidade da disfuncéo vesical.

Embora significativamente diferente dos controles, a excrecdo urinaria de GAG nos
pacientes com MMC mostrou-se variavel, o que foi evidenciado pelo desvio padrdo
relativamente maior. Isto sugere que o grupo de pacientes com MMC néo é homogéneo, o0 que
foi confirmado pela anélise de correlacdo entre a excrecdo de GAG e 0 escore cistométrico,
mostrando que os pacientes podem ser divididos em grupos com menor ou maior grau de
disfuncéo vesical. Tal fato destaca a importancia da avaliacdo cistométrica nos pacientes com
BN secundaria a MMC em estudos sobre o metabolismo e a organizacao dos tecidos, no que
se refere ao trato urinario.

Ghoniem [20] observou em andlises histoldgicas de tecidos obtidos de bidpsias
vesicais, um acumulo de tecido conjuntivo na parede vesical de criangas com MMC, mais
especificamente um aumento do coldgeno no sub urotélio e na mucosa. Observou em relacdo
as propriedades ativa e passiva do tecido uma maior rigidez e menor complacéncia. Por outro
lado, estudo em modelo animal com MMC induzida por acido retindico sugere que a
hiperestimulacdo das células neurais afeta sensivelmente o contetdo de colageno tipo 1, que
apresenta-se diminuido [36]. Esses resultados, portanto indicam que o turnover da MEC na
parede vesical esta alterado na MMC. Isto por sua vez € consistente com o fato de que células
musculares lisas que desempenham papel importante na MEC da parede vesical de pacientes
com MMC apresentam alteragOes ultra estruturais [24].

A observacao da expressdo aumentada do fator de crescimento fibroblastico e de tipos
de colageno em cultura de células musculares lisas obtidas de criancas com MMC [37] indica
gue essas células sdo fenotipicamente alteradas e que a maior expressao dessas proteinas ndo
é dependente imediatamente do estimulo neural. Esta possibilidade implica em alteracéo
precoce no desenvolvimento dessas células, o que é consistente com o fato de que criancas
que foram submetidas a reparo cirurgico da MMC intra Utero apresentam também alteracdes
urodindmicas e morfoldgicas [38], da mesma forma que criangas que foram submetidas a

correcdo cirdrgica pés natal [39, 40].
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Além disso, pacientes idosos com sintomas irritativos do trato urinario baixo, que
sofrem de hiperatividade detrusora apresentam excrecdo urinaria de GAG diminuida [30] o
que fornece mais suporte a idéia de que a alteracao no turnover de PG na MMC é mediada por
outros fatores além da hiperestimulacdo do detrusor.

Embora ndo existam evidéncias diretas que demonstrem que o turnover de PG estd
alterado no trato urinario de criancas com MMC, os resultados acima demonstram alteracGes
em outros componentes da MEC e em células musculares do detrusor o que sugere que 0s PG
podem também estar afetados.

De fato, o fator de crescimento fibroblastico é conhecido por promover a sintese de
PG [41] e aumentar a expressdo da matriz metaloproteinase, grupo de enzimas
(endopeptidases) que exercem atividades proteoliticas regulando a composicdo da MEC [42,
43] e por conseguinte degradando PG.

Estas duas condicfes seriam favordveis ao aumento na liberacdo de cadeias de GAGs
no espaco urindrio e poderia ser um mecanismo subjacente a excre¢do urinaria aumentada
dessas moléculas em criangas com MMC, como demonstrado pelos resultados.

Nossos resultados sugerem que as condicdes alteradas observadas na MMC atingem
de forma semelhante todas as classes de PG envolvidos, ja que ndo houve alteraches
significativas nas concentragdes urinarias de diferentes tipos de GAGs.

Por outro lado, técnicas de imunohistoquimica demonstraram que em humanos ha
predominio do sulfato de condroitin na parede vesical, especialmente no urotélio [44]. Na
medida em que o turnover de PG no trato urinario é a principal fonte de cadeias de GAGs na
urina [26], os resultados desses estudos imunohistoquimicos publicados s&o consistentes com
nossos resultados que demonstram um predominio do sulfato de condroitin em todas as
amostras de urina.

A gravidade da disfuncdo vesical em pacientes com MMC é varidvel [45], isto é
claramente demonstrado pelos diferentes escores cistometricos encontrados. Além disso,
nossos resultados mostraram que os pacientes com MMC com disfuncdo mais severa, isto €
com menores escores cistométricos, apresentavam uma maior excre¢do de GAG.

Portanto esses pacientes devem ter um turnover de PG mais acentuado, além de
alteracdes ja mencionadas relacionadas aos demais componentes da MEC [20, 36,37].

Alteragdes no conteudo e na composicdo da MEC afetam as propriedades
viscoelasticas da parede vesical [21,22], portanto a disfuncéo vesical na MMC pode ndo estar
somente relacionada a modificacBes na estrutura e funcdo do detrusor, como ja demonstrado

[24,40], mas também a alterac6es da MEC.
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E interessante notar que a associacdo entre a gravidade das alteragBes metabolicas
vesicais e modificagbes na estruturas das células musculares vesicais com 0 aumento da
excrecdo urinaria de GAG, evidencia de forma adicional, de que os metabdlitos de PG se
originam principalmente do trato urinario, como anteriormente sugerido [26].

Vérios estudos demonstraram que a excrecdo urinaria aumentada de GAG esta
relacionada a determinadas patologias. Por exemplo, na litiase renal as cadeias de GAGs
inibem o crescimento de cristais, a aglomeracdo e a adesdo através de interacdes especificas
[46]. Mecanismos moleculares semelhantes explicam outros efeitos dos GAGs urinarios tais
como contra a infeccdo urinéria [47] e a cistite intersticial [11]. Assim, a excre¢do urinaria
aumentada de GAG na BN/MMC como descrita aqui, pode ter repercussdes assim como estar

relacionada a outras eventuais patologias do trato urinario concomitantes.
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5 CONCLUSAO

A excrecdo urinaria de glicosaminoglicanos em pacientes portadores de bexiga
neurogénica € significativamente maior que em criancas normais e esta relacionada a um
maior comprometimento da fungdo vesical. Esses dados indicam que a quantificacdo da
excrecdo urinaria de glicosaminoglicanos pode ser usada como um fator adjuvante para a
caracterizacdo da disfuncdo vesical em pacientes com bexiga neurogénica secundaria a

mielomeningocele.
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APENDICE A - Modelo de consentimento informado para o grupo portador de BN

PG

Isiocirurgia

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO BIOMEDICO - FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA GERAL

PROGRAMA de POS-GRADUACAO em FISIOPATOLOGIA e CIENCIAS
CIRURGICAS

Mestrado e Doutorado

http://www.fisiocirurgiauerj.org/

CONSENTIMENTO INFORMADO
Prezados pais,

NoOs fazemos parte de uma equipe reconhecida internacionalmente no meio médico
cientifico e um dos nossos projetos é sobre a quantificacdo de certas substancias
(glicosaminoglicanos) excretadas na urina de criancas portadoras de Bexiga Neurogénica.

Solicito a doacdo de uma (1) amostra de urina de seu filho(a), que sera colhida no
momento do cateterismo vesical evacuador realizado no exame urodindmico. A amostra sera
congelada imediatamente e posteriormente serd submetida a dosagem de creatinina urinaria,
além é claro da quantificacdo dos glicosaminoglicanos. E importante deixar claro que caso
vocé decida fazer a doacgéo, os resultados de nossos estudos, assim como os resultados destes
exames estarado disponiveis para o seu conhecimento.

Eu,

(Nome completo do responsavel em letra de imprensa)

declaro estar ciente do que foi exposto acima e autorizo a utilizacéo, para fins cientificos
da amostra de urina de meu (minha) filho(a)
(Nome completo em letra de imprensa)

Rio de Janeiro, / /

Rio de Janeiro, / /

Doutoranda: Isabel Cristina da Silva Soito
Orientador: Luiz Eduardo Macedo Cardoso


http://www.fisiocirurgiauerj.org/
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APENDICE B - Modelo de consentimento informado para o grupo controle

PG

isiocirurgia

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO BIOMEDICO - FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA GERAL

PROGRAMA de POS-GRADUAGCAO em FISIOPATOLOGIA e CIENCIAS
CIRURGICAS

Mestrado e Doutorado

http://www.fisiocirurgiauerj.org/

CONSENTIMENTO INFORMADO
Prezados pais,

No6s fazemos parte de uma equipe reconhecida internacionalmente no meio médico
cientifico e um dos nossos projetos € sobre a quantificacdo de certas substancias
(glicosaminoglicanos) excretadas na urina de criangas portadoras de Bexiga Neurogénica.
Para que o estudo possa ser concluido necessitamos de um grupo de doadores de urina sem
patologias abaixo dos 10 anos de idade, para podermos comparar os resultados.

Solicito a doacdo de uma (1) amostra de urina de seu filho(a), que sera colhida por vocé
mesmo(a) em sua propria casa, na parte da manhd. A amostra deverd ser congelada
imediatamente e entregue a nés congelada. A amostra sera submetida a testes de elementos
anormais e sedimento e dosagem de creatinina urinaria, além é claro da quantificacdo dos
glicosaminoglicanos. E importante deixar claro que caso vocé decida fazer a doacdo, os
resultados de nossos estudos, assim como os resultados destes exames estardo disponiveis para
0 seu conhecimento.

Eu,

(Nome completo do responsavel em letra de imprensa)

declaro estar ciente do que foi exposto acima e autorizo a utilizacéo, para fins cientificos
da amostra de urina de meu (minha) filho(a) -
(Nome completo em letra de imprensa)

Rio de Janeiro, / /

Rio de Janeiro, / /

Doutoranda: Isabel Cristina da Silva Soito (matricula D0620636)
Orientador: Luiz Eduardo Macedo Cardoso


http://www.fisiocirurgiauerj.org/

ANEXO - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

S, -
g UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO K
3ol HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO c

tsngn ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Ric de Janeiro, 01 de setembro de 2010

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman

Para: Aut. Isabel Cristina da Silva Soito
Crient. Prof. Luiz Eduardo M. Cardoso

Registro CEP/HUPE: 2423 (este nimero devera ser citado nas correspondéncias referentes ao projeto)
CAAE: 0053.0.228.000-09

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto, "EXCRECAQ URINARIA DE GLICOSAMINOGLICANOS EM PACIENTES
PEDIATRICOS PORTADORES DE BEXIGA NEUROGENICA POR MIELOMENINGOCELE" aprovado,
encontrando-se este dentro dos padries éticos da pesquisa em seres humanos, conforme
Resolugdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do
Conselho Nacional de Satde, bem come o termo de consentimenta livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. 52., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao
um sumario dos resultados do projeto,

\,V\9;/\‘

Prof. WiXe Oigman
Presidente do Comité de Etica efni Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREQ - VILA [SABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 ~ FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@ueri.br
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