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= RESUMO

Introducao: Anilise histolégica é a principal ferramenta de avaliagio de biopréteses
acelulares, em sua maioria em carater experimental. O objetivo é analisar
histologicamente a matriz acelular de pericardio bovino em reparacgées de parede
abdominal implantada em humanos. Método: De uma série de 30 reparacées com
a membrana, 3 pacientes foram submetidas a revisdo cirargica nido relacionada
aos implantes, aos 13, 22 e 23 meses de pés-operatério, obtendo-se biépsias
das areas previamente implantadas. Além da avaliacdo dos aspectos basicos de
biocompatibilidade e neoformacao tecidual, as lAminas foram digitalizadas e submetidas
a andlise computadorizada com o software ImagedJ para quantificacio da cinética de
degradacio das membranas, associada a anédlise da dimenséo fractal das amostras.
Os valores obtidos para porcentagens de membrana residual tiveram suas médias
comparadas por anélise de varidncia (ANOVA) e pelo teste T de Student nao pareado,
também utilizado para os valores da quantificagao da dimenséao fractal. Resultados: Foi
demonstrada a biocompatibilidade do material, com neoformacao tecidual, deposi¢io
de colageno e tecido celularizado de aspecto normal, sem reacées locais importantes.
Fragmentos residuais da membrana foram quantificados em 40%=7% aos 13 meses,
em 20%=6% aos 22 meses e em 17%+6% aos 23 meses de pds-operatério, com a
andlise da dimenséo fractal indicando uma progressiva degradacio dos implantes,
com significincia estatistica entre 13 meses e as amostras tardias. Conclusao: Os
resultados atestaram a funcionalidade do pericardio bovino acelular sob diferentes
niveis de estresse mecinico nas reparagoes da parede abdominal em humanos.

Descritores: Matriz extracelular; Hérnia abdominal; Parede abdominal; Préteses
e implantes; Telas cirargicas; Bioprotese; Pericardio.

= ABSTRACT

Introduction: Histological analysis is the main tool for evaluating acellular
bioprostheses, mostly on an experimental basis. The objective is to histologically analyze
the acellular matrix of bovine pericardium in abdominal wall repairs implanted in
humans. Method: From a series of 30 repairs with the membrane, 3 patients underwent
surgical revision unrelated to the implants at 13, 22, and 23 months postoperatively,
obtaining biopsies of the previously implanted areas. In addition to evaluating the basic
aspects of biocompatibility and tissue neoformation, the slides were digitalized and
subjected to computerized analysis with the ImageJ software to quantify the kinetics
of membrane degradation associated with the analysis of the fractal dimension of the
samples. The values obtained for percentages of residual membrane had their means
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compared by analysis of variance (ANOVA) and the unpaired Student’s T test, also
used for the fractal dimension quantification values. Results: The biocompatibility
of the material was demonstrated, with tissue neoformation, collagen deposition,
and cellularized tissue with a normal appearance without important local reactions.
Residual fragments of the membrane were quantified at 40%=7% at 13 months,
at 20%+6% at 22 months, and at 17%=6% at 23 months postoperatively, with the
analysis of the fractal dimension indicating a progressive degradation of implants,
with statistical significance between 13 months and late samples. Conclusion:
The results confirmed the functionality of the acellular bovine pericardium
under different levels of mechanical stress in abdominal wall repairs in humans.

Keywords: Extracellular matrix; Abdominal hernia; Abdominal wall; Prosthetics

and implants; Surgical meshes; Bioprosthesis; Pericardium.

INTRODUCAO

A reparagao de defeitos estruturais com tecidos
endégenos, sem divida uma habilidade dos cirurgides
plasticos, é limitada em muitas situagées e estimulou
a producao de biomateriais de suporte, com inimeros
materiais sintéticos desenvolvidos e utilizados em larga
escala para aplicacbes em varios campos da cirurgia
reconstrutiva.

Dentro de uma evolucao desse processo,
desenvolveram-se as proteses biolégicas, originadas a
partir de tecidos naturais acelularizados!, fornecendo
um suporte tridimensional biodegradavel para o
crescimento celular do receptor e exigindo uma
cinética de degradacéio sofisticada ao longo do tempo?®.
Representadas basicamente pela membrana extracelular
(MEC) resultante do processo de acelularizacio, essas
membranas desenvolvem um papel biolégico ativo no
local de implantacio, em tese favorecendo a remodelagéo
tecidual ao invés da formacgéo de fibrose cicatricial ou
inflamacao crénica?, conceitos perseguidos no campo da
medicina regenerativa.

Degradadas progressivamente por metaloprotei-
nases?— em especial pela colagenase — as membranas
acelulares devem suportar um equilibrio complexo entre
resisténcia a degradagio e promocgao de crescimento
celular a partir do leito receptor, com uma reciprocidade
dindmica favorecendo a neoformacgéo tecidual e adequa-
da deposicao de colageno, até que o local do reparo tenha
cicatrizado adequadamente. Assim, além do aspecto
basico da biocompatibilidade, avaliar o tempo de degra-
dacéo do suporte tridimensional também é primordial, ja
que sua ocorréncia muito precoce pode levar a faléncia
da reparacio, especialmente naquelas que demandam
maior resisténcia mecénica, como na reconstrugio da
parede abdominal®.

Neste sentido, além das diferencas em relacao
a sua origem alogénica ou xenogénica, assim como
a sua natureza biolégica tecidual — derme, mucosa
intestinal, pericardio, etc. — aspectos relacionados aos

processos de preparo e reticulacido sido descritos como
fatores importantes no comportamento biolégico
das MECs. Estudos demonstram que a reticulagéo
aumenta a durabilidade dos biomateriais implantados,
conferindo assim uma capacidade maior de fornecer
suporte adequado para os processos de remodelagem
com o colageno endégeno nas reparacgoes de hérnias
abdominais’.

Intimeras publicagbes utilizam as anélises
histolégicas como principal ferramenta para avaliacio
desses processos biolégicos em diferentes bioproéteses,
mas em sua grande maioria em experimentacio
animal®®, com observagoes em humanos restritas a casos
complicados de reoperagoes, na vigéncia de infecgoes e
remocao dos implantes!®!!,

OBJETIVO

O objetivo desta publicagio é relatar os achados
histol6gicos observados em bidpsias de membranas
acelulares de pericardio bovino, implantadas na
reparagio da parede abdominal.

METODO

De uma série de 40 reparacoes de parede
abdominal associadas a implante de membrana acelular
de pericardio bovino, 3 pacientes foram submetidas a
revisdo cirdargica, a saber: 2 casos, secundéarios a hérnias
incisionais, para correcio de cicatriz hipertréfica aos
13 meses (Figura 1) e 22 meses de pés-operatério, e
1 caso, secundério a reconstrucio pds-resseccao de
endometrioma de parede, revisado aos 23 meses de
pés-operatério para exploracao de possivel recidiva. Em
todos os casos a evolugio pés-operatéria transcorreu
sem qualquer complicacdo, com os exames clinicos e
radiolégicos nao identificando problemas relativos as
areas implantadas, com sucesso das reparagoes, sendo as
revisoes por indica¢ées nio relacionadas aos implantes.
As pacientes foram devidamente informadas, por termo
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Figura 1. A: Paciente com hérnia incisional supraumbilical, com indicacdo de
reparacgdo associada a reforgo de parede abdominal com membrana acelular
de pericardio bovino. B: Visdo intraoperatéria da corregdo realizada, com
membrana em posi¢do suprafascial apés aproximagéao direta da musculatura.
C: Pés-operatorio de 13 meses, mostrando cicatriz hipertréfica supraumbilical
e suprapubica comprometendo o resultado estético. Na revisao cirdrgica dessa
cicatriz pode-se observar a drea implantada, confirmando-se a auséncia de
recidiva da hérnia ou outras alteracées, obtendo-se entdo 3 biépsias para
analises histolégicas.

de consentimento, que seriam feitas bidépsias na area
do implante no momento de eventual revisio cirirgica.

Nas areas correspondentes aos implantes prévios
em situag¢ido pré-aponeurdética, feitos pelo mesmo
cirurgido e identificados fotograficamente, foram
colhidas 3 amostras em pontos distintos da regido
implantada, retirando-se as amostras da aponeurose
muscular em toda sua espessura. Apés fixagéo e inclusio
em parafina, foram realizados cortes seriados de 5um de
espessura, sendo coradas 60 laminas para cada paciente
com Hematoxilina — Eosina, Tricréomio de Gomori e
Picrosirius Red para as diferentes anélises.

Analise morfométrica

As laminas foram examinadas com microscépio
6tico Nikon SI E200 Trinocular para as coloragoes
habituais e com luz polarizada para Picrosirius Red, sendo

as imagens digitalizadas com cidmera Digilab™ jkc em
resolucdo de 8MB. Além dos aspectos béasicos referentes
a biocompatibilidade do material e caracteristicas da
neoformacéo tecidual, foram analisados também os
aspectos de absorcao/degradaciao dos implantes e o
processo de celularizagdo e deposigao de colageno no
leito receptor, quantificados por anélise computadorizada
pelo software Imaged, especifico para esse fim!2.

Tendo como padrao a imagem histolégica do
pericardio acelular “in natura” (Figura 2), nas laminas
coradas em HE foram quantificadas as porcentagens de
membrana residual presente nos diferentes periodos.
O pericardio acelular ainda presente nas diferentes
amostras foi identificado e delimitado manualmente por
dois examinadores independentes, sendo a porcentagem
correspondente calculada automaticamente pelo
software.

Figura 2. Aspecto histolégico padrao da membrana de periciardio bovino
"in natura" apés processo de acelularizagéo, confirmada pela total auséncia
de nucleos celulares. Este padrao, digitalmente memorizado em pixels e
coloragao pelas ferramentas do software ImageJ, foi utilizado para identificar
e quantificar fragmentos residuais das membranas implantadas nos diferentes
periodos de pés-operatério. Coloracao HE/ Aumento 100xx.

Naslaminas coradas com Picrosirius Red —especifica
para fibras colagenas — foi feita complementarmente a
quantificagdo da dimenséo fractal tecidual por analise
digital®®, utilizando-se também o software Imaged,
representando a fragmentacio tecidual por método
automatico especifico denominado “Box-Count /Binary
— Outline”.

Analise estatistica

Os valores obtidos na quantificagdo das
porcentagens de membrana residual tiveram suas
médias comparadas estatisticamente por analise de
varidncia (ANOVA) e pelo teste T de Student néao
pareado, também utilizado para as anélises dos valores
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obtidos na quantificacio da dimenséo fractal. Admitiu-se
erro alfa de 5%, sendo considerados significantes valores
de p menores ou iguais a 0,05.

RESULTADOS

As anélises histolégicas demonstraram nitidamente
a biocompatibilidade do material, com todas as amostras
evidenciando neoformacao tecidual em substituicio as
membranas implantadas, com importante deposicao
de colageno e tecido celularizado de aspecto normal.
Nao foram observadas reagdes locais importantes,
identificando-se alguns raros pontos focais isolados
mostrando macréfagos em processo inflamatério de leve
intensidade. Em todos os periodos analisados foi possivel
identificar a presenca de fragmentos de tecido acelular
correspondente & membrana original (Figura 3).

D

Figura 3. Cortes histolégicos de biépsias das areas correspondentes aos
implantes de membranas acelulares de pericirdio bovino, nos periodos pés-
operatérios de: A, 13 meses; B, 22 meses; C e D, 23 meses. Em todos os periodos
observa-se tecido celularizado neoformado em substituicdo as membranas
implantadas, demonstrando processo de reparagdo de boa qualidade e
auséncia de processos inflamatérios ou reagdo do tipo "corpo estranho". Em
todas as amostras se observam fragmentos de tecido acelularizado residual
da membrana implantada (setas pretas), quantificados em cerca de 40% aos
13 meses, 20% aos 22 meses e 17% aos 23 meses de pés-operatério. Em D, aos
23 meses de p6s-operatério, observa-se deposi¢do de neocolageno com bom
padréo de reparagéo cicatricial e tecido celularizado normal em substituiciao
ao implante (setas vermelhas). A, B e C Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Em
D Tricréomio de Gomori. Aumento 40xx em B e D; Aumento 100xx em A e C.

Utilizando-se o software Imaged, os fragmentos
residuais da membrana implantada foram quantificados
em 40%=*7% aos 13 meses, em 20%*6% aos 22 meses
e em 17%=*6% aos 23 meses de pds-operatério. Essa
quantificagdo, analisada pelo teste t ndo pareado, foi
estatisticamente significante entre as amostras de 13
meses e as mais tardias, sendo que nédo houve diferenca
estatistica entre 22 e 23 meses (Grafico 1).

Box & whisker plot from Data 1
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Comparison Mean difference L (95% CI) | L/SE(L)]

13m_Med vs. 23m_Med  22,695577(19,364796 to 26,026357) 23,041484 P <0,0001

13m_Med vs. 22m_Med  20,682115(17,351335 to 24,012896) 20,997335 P <0,0001

22m_Med vs. 23m_Med  2,013462(-1,317319 to 5,344242) 2,044149 P=0,3231stop

Grafico 1. Representacdo em Box-Plot da quantificagao e estatistica por
analise de variancia das porcentagens de fragmentos residuais de membrana
acelular de pericardio nos diferentes periodos. As membranas residuais
foram identificadas histologicamente nos periodos de 13, 22 e 23 meses de
pés-operatério e suas respectivas porcentagens calculadas na ferramenta
especifica do software ImageJ. Houve diferencga estatisticamente significativa
entre as amostras de 13 meses comparadas aos 22 e 23 meses (p<0,0001) e sem
diferenca na comparacéo entre 22 e 23 meses.

Utilizando-se a coloragdo em Picrosirius com
luz polarizada, foi feita a anélise da dimensao fractal
das lAminas nos diferentes periodos de pés-operatério,
também se utilizando método automético em ferramenta
especifica do software Imaged, demonstrado na Figura 4.

A distribuicdo dos valores da dimenséao fractal de
cada subgrupo, pelo gréfico de Box-Plot, mostra nitida
separacio de valores entre o subgrupo com menor tempo
de seguimento (13 meses) e os subgrupos (juntos ou
separados) com 22 e 23 meses de seguimento (Grafico 2).

A anélise por meio do teste t ndo pareado
mostrou diferenca estatisticamente significante ente
13 meses contra 22 meses (p=0,0058), entre 13 meses
contra 23 meses (p=0,0128) e entre 13 meses contra o
conjunto de 22 e 23 meses (p<0,0001), com o aumento
da dimenséo fractal indicando a ocorréncia progressiva
de neoformacgio tecidual por processo de celularizacio
e deposigio de coldgeno no leito receptor. Nao houve
diferenca estatisticamente significante na dimensao
fractal comparando-se 22 meses contra 23 meses
(p=0,3141).

Os dois métodos de avaliacdo morfométrica
adotados tiveram achados concordantes, com reducéo
da porcentagem de implante residual demonstrando
sua progressiva absorc¢ao/degradacgio, concomitante
a ocorréncia de celularizagio e deposicido de colageno
evidenciada pelo aumento progressivo da dimenséao
fractal.
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Figura 4. Representacdo da anélise automatizada da dimenséo fractal pelo
software ImageJ. Na coluna da esquerda, imagens digitalizadas de laminas
coradas em Picrosirius sob visao de luz polarizada, aos 13 e 23 meses de pés-
operatério conforme indicado. A direita, a correspondente representagdo
computadorizada para anéalise do grau de fragmentagéo estrutural, definida
como dimenséo fractal. As anélises automéaticas mostram um aumento
estatisticamente significante da dimensao fractal nos casos mais tardios,
indicando ocorréncia progressiva de neoformacao tecidual por processo de
celularizacdo e deposicdo de coldgeno no leito receptor, corroborando os
achados da cinética de degradagdo da membrana.

D_1a4_13m :— < %

D_5a8 22m

D_9a14 23m [ ¢ ﬂ

D_5a14 22e23m

3

1,500 1,525 1,550 1,575 1,600 1,625 1,650 1,675 1,700
min < LQ < median > UQ > max, fences (1.5 & 3.0 IQR)

Grafico 2. Anélise em Box-Plot da dimenséo fractal das imagens histolégicas
do pericardio bovino acelular nos diferentes periodos de pés-operatério,
mostrando nitida separagdo de valores para as amostras de 13 meses e os
subgrupos (juntos ou separados) de 22 e 23 meses, indicando diferenca
estatisticamente significativa na fragmentagéo progressiva dos implantes.
Software Imaged (Método Make Binary, Outline).

DISCUSSAO

O aumento exponencial da oferta de matrizes
acelulares de diferentes origens nos ultimos anos e as
projecoes de crescimento desse mercado'* comprovam
a adogéo crescente de biopréteses em diferentes opgoes
terapéuticas, assim como na engenharia de tecidos?,
como moldes para cultivo de células tronco! e na
aplicacao de “drug delivery”’, com MECs embebidas em
medicamentos com diferentes finalidades.

Seu diferencial como implante em diversos
processos de reparacio reside particularmente por
suas caracteristicas de biocompatibilidade, pela
degradagio/absorgio progressiva dos implantes e
por sua concomitante substituicido por neoformacio
tecidual. Além disso, diferentemente dos implantes
sintéticos, que podem induzir resposta inflamatéria
polimero-dependente com a formacio de biofilmes'®1,
biopréteses acelulares exercem fungdes biolégicas “in
situ”, favorecendo os processos regenerativos®*?!, além de
permitir sua aplicagdo em locais cirdrgicos contaminados
e infectados?2.

As andlises histolégicas a partir de modelos
experimentais constituem a principal ferramenta de
avaliacéo desses processos biolégicos, com centenas de
publicagoes descrevendo diversos aspectos das matrizes
extracelulares como origem tecidual, espessura, métodos
de acelularizagdo, reticulacio, etc. — na tentativa de
indicar as melhores escolhas para os diferentes processos
de reparacéo. No presente estudo foi possivel observar
histologicamente os principais processos biolégicos em
humanos em condigées de normalidade, uma condicdo
incomum e com aspectos ainda nao descritos na literatura
para reparacoes em parede abdominal.

Nas areas implantadas pode-se observar a
incorporagéao da MEC de pericardio no leito receptor, com
neovascularizagio e presenga crescente de neotecido
celularizado e adequada deposigdo de coldgeno em
todos os periodos analisados, com reparacido de boa
qualidade e auséncia de processos inflamatérios ou
sinais importantes de resposta imune. Além da excelente
biocompatibilidade, isto demonstra que o material
cumpriu sua fungéo de “scaffold” biolégico, favorecendo
os processos de adesdo, proliferacdo e diferenciagio
celular, servindo como substrato para reparo tecidual,
caracteristica fundamental esperada em estruturas
biol6gicas compostas de matrizes extracelulares?.

Achados similares com bioproéteses acelulares
implantadas em humanos para reconstru¢gbes mamarias
foram relatados na literatura, com derme humana® e
porcina?®?’, descrevendo o processo de integracido das
MECs como uma forma de cicatrizagdo normal, com
neovascularizagio inicial seguida de repopulagao celular
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progressiva da matriz com células do receptor e auséncia
de reacgdes tipo corpo estranho.

Com dados também ainda nio encontrados
na literatura, foi possivel quantificar a cinética de
degradacdo do pericardio bovino acelular implantado
na parede abdominal, analisados por dois métodos
computadorizados complementares. Em todas as biépsias
das areas implantadas nos diferentes periodos foi possivel
identificar fragmentos padrdo de pericardio acelular
residual, que foram quantificados percentualmente,
complementados com a andlise da dimenséo fractal das
amostras ao longo do tempo.

Ambas as analises indicaram que o processo de
reabsorgao e substituicdo por neotecido é progressivo,
com diferenca estatisticamente significante, observando-
se que cerca de 60% do implante foi reabsorvido apés
13 meses de pés-operatoério e cerca de 80% apds cerca
de dois anos, sugerindo que toda matriz devera ser
degradada a longo prazo.

Outras publicag6es também descrevem a cinética
de degradagido em porcentagens de MEC residual
ou absorvida para derme porcina e serosa intestinal,
também com morfometria computadorizada, por anélise
multiespectral das imagens histolégicas?® ou com matrizes
marcadas com Carbono-14%. Os resultados mostram
presenca de membrana residual até 90 dias para matrizes
de serosa intestinal néo reticuladas, desaparecendo por
volta de 180 dias e, para matizes dérmicas reticuladas,
de reabsorc¢do bem mais lenta, com presenca de 80% do
implante nas primeiras 4 semanas e 50% ainda presente
por volta de 6 meses.

Como descrito na literatura™?’, esse aspecto
confirma a maior resisténcia a degradacgdo da matriz
reticulada utilizada, podendo representar uma vantagem
para reparacdes nas quais se exige maior resisténcia
mecénica a longo prazo como na parede abdominal.
A funcionalidade de materiais degradaveis depende
do balango entre a razdo de degradacio e a razido de
remodelamento tecidual no leito hospedeiro, devendo-se
compreender nio sé a resposta biolégica aos biomateriais
degradaveis, mas também as propriedades mecénicas
esperadas do implante e dos tecidos de substituicdo ao
longo do tempo para cada aplicacéo terapéutica®.

Esses achados sdo compativeis com diversos
estudos clinicos e experimentais utilizando diferentes
MECs em reparagoes de parede abdominal®2%, incluindo
também o pericardio bovino®*, mostrando caracteristicas
muito satisfatérias para seu emprego mesmo em
situagdes de alto risco®. Numa analise comparativa com
avasta literatura apresentada, os resultados evidenciam
o carater translacional dos modelos experimentais
utilizados para avaliagdo e caracterizagido de matrizes
acelulares e demonstram a estreita similaridade do
pericardio utilizado com aquelas caracteristicas gerais e

aplicacoes terapéuticas. No entanto, iniimeras variaveis
particulares podem afetar os resultados clinicos®-3,
destacando aqui para discussao aspectos especificos do
leito receptor em si e da matriz utilizada em termos de
acelularizagao, reticulagéo e sua apresentagao em meio
liquido.

A acéo de forgas biomecinicas atuando em
diferentes localizagbes pode afetar diferencialmente
a distribuicao de colageno e a remodelagao tecidual
dos moldes biolégicos®, sendo este um componente
fundamental a ser considerado no emprego de MECs em
parede abdominal®. Os resultados obtidos demonstraram
neoformacéo tecidual de boa qualidade em todas as
amostras, atestando a funcionalidade do implante
sob diferentes niveis de estresse mecanico na parede
abdominal.

O pericéardio utilizado é fixado em glutaraldeido —
técnica empregada eficazmente ha décadas em matrizes
acelulares?® — e embebido pés-fixagdo em formaldeido
a 4%, sendo comercializado dessa forma. Além do
glutaraldeido promover reducio da antigenicidade
do tecido conectivo e estabilizagdo contra degradacao
quimica e enzimatica em graus variados de “cross-
linking”*2% esta associagéo tem efeitos bem descritos de
esterilizacédo terminal*, importante fator que também
pode afetar as propriedades estruturais de matrizes
acelulares®. Além de processamento mais simples, a
manutenc¢ao em meio liquido é descrita como vantajosa
para a arquitetura tecidual, evitando o colapso e
preservando os componentes da matriz que fornecem
beneficios mecanicos e bioquimicos apés a implantacao®.

Embora a liofilizacdo facilite a manipulagéo e
preservacéo alongo prazo de MECs, fatores podem afetar
sua performance tanto na sua sintese, com perturbagées
das fibras coldgenas?’, como no momento de sua
implantagéo, com o tempo de reidratacio podendo alterar
significativamente suas propriedades biomecéanicas e
fisico-quimicas®. Podemos especular que também estes
fatores favoreceram o comportamento da membrana
empregada, tanto em funcio da sua biocompatibilidade
como de sua cinética de degradacio observada.

CONCLUSOES

Asanilises histolégicas demonstraram similaridade
com todas as caracteristicas biolégicas descritas na
literatura para matrizes acelulares teciduais, podendo-
se observar nas amostras processo de integracio e
incorporacéao das MECs, com neovascularizacio seguida
de repopulacéo celular progressiva da matriz com células
do receptor e deposicéo de coldgeno com boa qualidade
cicatricial, demonstrada pelo aumento da dimenséio
fractal. Também com aspecto relevante em humanos, a
cinética de degradacao da matriz de pericardio bovino foi
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quantificada em aproximadamente 60% ap6s 13 meses e
80% apos cerca de dois anos, sugerindo que toda matriz
podera ser degradada em prazo mais longo.

Sob ambos os aspectos, os resultados atestaram

a funcionalidade do pericardio bovino acelular sob
diferentes niveis de estresse mecanico nas reparagoes
da parede abdominal em humanos.
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COLABORACOES

Andlise e/ou interpretacgio dos dados, Aprovagio
final do manuscrito, Coleta de Dados,
Gerenciamento do Projeto, Redagéo - Revisdo
e Edigao.

Andlise estatistica, Gerenciamento de Recursos,
Software.

Anélise e/ou interpretacao dos dados, Redagéo -
Revisao e Edigao.

Anélise e/ou interpretacio dos dados, Anélise
estatistica, Gerenciamento de Recursos, Redagio
- Reviséo e Edicao, Software.
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