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RESUMO

Objetivo: o objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos morfoldgicos e ultra-estruturais na
génese de capilares sanguineos em musculo esquelético do membro caudal de ratos
submetidos a isquemia sob a ag¢do da Prostaglandina E1 (PGE,), administrada por via
intramuscular ou endovenosa. Métodos: foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus
albinus), linhagem Wistar-UEM, distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 20,
redistribuidos igualmente em dois subgrupos, observados no 7° e 14° dias, sendo um grupo
controle onde apenas foi provocada a isquemia no membro, outro com a isquemia € a inje¢ao
da PGE; via intramuscular (IM), e outro com a isquemia e a injecdo da PGE; endovenosa
(EV). Para analise dos resultados, foram realizadas a coloragdo com hematoxilina & eosina
(HE), a imuno-histoquimica e a microscopia eletronica de transmissao (MET). Resultados:
constatou-se um aumento estatisticamente significante no numero de capilares nos subgrupos
com o uso da PGE; IM e EV, através da contagem nos cortes corados com HE. Houve
marcagdo de capilares e vasos de maior calibre nestes mesmos subgrupos, porém, esta reacao
nao foi eficiente para a quantificagdo dos capilares. Na MET encontraram-se evidéncias de
formacdo de novos capilares. Conclusdes: a PGE,;, administrada por via IM ou EV,
promoveu, apds 14 dias de observagdo, um aumento no niimero de capilares no musculo
esquelético de ratos submetido a isquemia, identificaveis histologicamente com a coloragao
em HE. Na analise ultra-estrutural encontraram-se alteragcdes que sugerem, nos animais sob a
acdo da PGE,, que a neoformagdo vascular possa ter ocorrido por angiogénese e
vasculogénese. A imuno-coloracdo, apesar da marcagdo de capilares e vasos maiores, nao
permitiu estabelecer uma correlagdo com o aumento de vasos encontrados na coloragdo com

HE.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this work was to study the morphologic and ultra-structural
aspects in the genesis of blood capillaries in the lower limb skeletal muscle of rats submitted
to ischemia under the action of intramuscular or endovenous Prostaglandin E1 (PGE,).
Methods: Sixty Wistar-UEM rats (Rattus norvegicus albinus) were used, randomly
distributed into three groups of 20, equally redistributed into two subgroups, observed at the
7™ and 14™ days as follows: group only with ischemia was considered as control (C), group
with ischemia and intramuscular injection of PGE; (IM), and group with ischemia and
endovenous injection of the PGE; (EV). The analysis of results was performed with the HE
staining, imuno-histochemistry and transmission electronic microscopy (TEM). Results: an
increase statistically significant was verified in the number of capillaries in the subgroups
with PGE; using IM or EV, through the counting in the samples with HE staining.
Demarcation of capillaries and larger vases in these subgroups were observed, however, this
reaction was not efficient for the quantification of the capillaries. In the electronic
microscopy, evidences of new capillary formation were found. Conclusions: intramuscular or
endovenous PGE; promoted an increase on the number of capillaries in the skeletal muscle of
rats submitted to ischemia after 14 days of observation histologically identifiable through HE
staining. In the ultra-structural analysis, alterations found suggest, for animals under the
action of PGE,; that the vascular neoformation might have occurred through angiogenesis
and/or vasculogenesis. The imuno-staining, despite the demarcation of capillary and larger
vases, did not allow the establishment of a correlation with the increase of vases found in the

HE staining.
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1. INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude conceitua aterosclerose como uma afeccio

13

resultante de “... uma combina¢do de alteragdOes da intima das artérias consistindo numa
acumulacgdo focal de lipideos, hidratos de carbono complexos, sangue e produtos sangiiineos,
tecido fibroso e depositos de calcio, acompanhada de alteragdes da camada média"'.

A aterosclerose € a causa principal da doenga arterial oclusiva dos membros inferiores,
seguida pelas doencas arteriais de causas inflamatorias. Apesar da divulgacao e aplicacao de
medidas preventivas tais como: controle da hipertensdo arterial, do diabetes melito, das
dislipidemias e das restrigdes ao uso do tabaco, continua sendo uma das principais causas de
mortalidade e morbidade em humanos'*.

Muitos pacientes, devido ao grave comprometimento do leito arterial primitivo, podem
ndo apresentar resposta satisfatoria ao tratamento clinico (medicamentoso). Por outro lado, ¢
comum ndo apresentarem condi¢des clinico-cirlirgicas para alternativa operatoria de
revascularizagdo direta ou angioplastia™®. O tratamento nestas condi¢des é normalmente
paliativo e com resultados limitados.

As conseqiiéncias de uma isquemia muscular aparecem quando o suprimento de
oxigénio ndo ¢ suficiente para manter as necessidades metabodlicas requeridas, determinando o
quadro clinico de claudicacdo intermitente, que progressivamente poderd evoluir para
claudicacio limitante, dor em repouso ¢ gangrena'~".

A claudicacdo intermitente ¢ uma doenca incapacitante que afeta 5% da populacao
acima dos 50 anos de idade. Os sintomas progridem em 25% dos pacientes, sendo que 5-7%
necessitardo de uma amputacdo dentro de cinco anos, e o Obito por infarto agudo do
miocardio ou isquemia aguda do membro é muito comum entre eles®".

A diminui¢do da perfusdo nos musculos periféricos estimula o desenvolvimento de
circulagdo colateral para suprir a perda do fluxo sangiiineo. A formacao de vasos sanguineos
em musculos esqueléticos isquémicos depende de trés processos: vasculogénese,
arteriogénese e angiogénese’.

A progressao da doenga, antes de chegar a um quadro irreversivel, apresenta uma
tentativa de revascularizag¢do do territdrio isquémico por meio de uma neoformacgdo vascular a

. . \ s s 1.4 ’ .
partir de vasos adjacentes a drea comprometida®™’. Este processo ¢ afetado por diversos fatores

e normalmente ndao consegue ser eficaz. Uma opgao nestes casos seria promover uma



estimulagdo externa para a formacao de novos vasos pelo proprio organismo (angiogénese),
para compensar o territorio vascular comprometido®’®’.

Segundo relato de Calux e colaboradores'®, os estudos sobre a angiogénese (ou
neovascularizagdo) surgiram a partir de 1935 com a utilizagdo da placenta humana. Este
termo designa as etapas pelas quais novos vasos sanguineos vao se desenvolver a partir de
uma estrutura endotelial pré-existente, como ¢ o caso da formagao de vasos no adulto, em
resposta as demandas teciduais™”'"'?,

Trata-se de um processo complexo, com vdrias fases, que inclui a ativacdo das células
endoteliais e pericitos, com aumento do volume do nucléolo e hipertrofia das células
endoteliais; degradacao da membrana basal do vaso-mae; migracao e proliferacdo das células
endoteliais; formacdo do limen vascular; migracdo e proliferacdo dos pericitos a partir dos
vasos pré-existentes e sua deposicdo em torno de novos capilares; alteracio da matriz
extracelular e formagdo de nova membrana basal; formagdo das algas capilares; persisténcia e
diferenciagdo dos capilares neoformados; formagao da rede capilar e organizagdo dos vasos
maioreg2s 1012131415

Esta fase inicial ¢ mediada por varios fatores de crescimento, incluindo o Fator de
Crescimento do Fibroblasto (FGF), o Fator de Crescimento Endotelial (VEGF) e o Fator de
Crescimento da Insulina (IGF-1), todos com afinidade pela heparina, sendo mitogénicos e
estimulando as células endoteliais a migrarem e formarem novos vasos' . Entre outros fatores
de crescimento estdo, as citocininas, as proteases e os inibidores da protease provenientes de
monécitos ativados, de células endoteliais, de células musculares lisas e de plaquetas™®'>'>!,

ApoOs esta fase, ocorre um estdgio subseqiiente de estabilizacdo dos vasos
neoformados, com a participagdo de outros fatores angiogénicos, como a angiopoitina-1, a

angiopoitina-2 e o fator de crescimento derivado de plaqueta™®'’

, além da proteina-1
quimiotatica do monécito(MCP1)"".

A neoformacgdo vascular, além de ocorrer em face das neoplasias malignas, também o
faz nos processos fisioldgicos como na maturagdo dos foliculos ovarianos, na formagdo do
corpo luteo e no reparo do endométrio funcional, surgindo ainda nos processos patologicos
benignos como osteoartrite, em varias doencas oftalmicas, na reagdo imunoldgica ¢ na
fisiopatologia do processo de reparacdo de feridas '*'®.

As pesquisas relacionadas a angiogénese iniciaram-se a partir de 1970, partindo-se da

hipotese de que o crescimento de um tumor cancerigeno necessitaria de uma



neovascularizagio constante'”. Ao longo do tempo, foi possivel o cultivo de células
endoteliais in vitro e o desenvolvimento de modelos de angiogénese. As primeiras
purificacdes dos fatores angiogénicos foram conseguidas apds 1980, sendo que em 1985
foram identificados os primeiros inibidores da angiogénese'’. A partir de 1990 caminhou-se
em duas diregdes: pesquisar fatores que, inibindo a angiogé€nese, impediriam o crescimento
tumoral, e, oposto a isto, pesquisar substancias que estimulando a angiogénese poderiam ser
uteis no tratamento de tecidos isquémicos, principalmente do miocardio e dos musculos
esqueléticos dos membros inferiores™*'.

Atualmente os estudos continuam nestes dois sentidos, e, especificamente na cirurgia
vascular periférica, a angiogénese terapéutica estd em sua fase inicial. Apés um entusiasmo
inicial, a perda de positividade nos primeiros ensaios clinicos, reduziu o otimismo, pois a
simples suplementacdo de fatores de crescimento para o membro inferior, usualmente nao
seria suficiente para uma terapia eficaz”>>.

A Medicina, apesar dos avangos cientificos e tecnologicos, ainda nao consegue, em
muitos casos, evitar a perda de membros, principalmente os inferiores, em pacientes no
estdgio final das doengas arteriais isquémicas. Estes tém alto indice de morbidade,
mortalidade ou implicagdes funcionais, o que torna problematica a escolha de uma solucao
para os sintomas incapacitantes, sobretudo a dor em repouso provocada pela isquemia critica.
A angiogénese terapé€utica surge como uma alternativa promissora para a abordagem destes
individuos.

O termo angiogénese terapéutica vem sendo usado desde 1993%*

, sendo que seu
objetivo primario ¢ favorecer a inducao de formacao de novos vasos para suprimirem tecidos
isquémicosg’zs. Varias substincias tém sido usadas na indug¢do e ou manutencao da
angiogénese, tais como: o Fator de Crescimento Endotelial (VEGF), o Fator de Crescimento
do Fibroblasto (FGF), o Fator de Crescimento da Insulina (IGF-1), Fator de Necrose Tumoral
(TNF), Fator de Crescimento da Célula Endotelial derivado de Plaquetas (PD-ECGF), fator de
crescimento placentdrio, fator de crescimento do hepatocito, fator de crescimento da
epiderme, diversas moléculas de baixo peso molecular, como angiopoitina, butinil-glicerol,
prostaglandinas E1 e E2, nicotinamida, adenosina, leptina, proliferina, tirosina, interleucina 8§,

produtos do acido hialuronico, acido hidroxucosatrindico e acido ohadico, e complexos de

9,14,16,26,27 e - . . .
cobre™ ™ ™77, A limitag@o do uso de tais drogas esté relacionada com a resposta ao estimulo



angiogénico artificial, pois ha uma tendéncia natural para regressdao do processo, a menos que
ocorra uma remodelagdo para maturacao e se tornem estaveis®®,

Entre as substancias utilizadas para promover a angiogénese esta a Prostaglandina E1
(PGE)), uma substancia enddégena com alta atividade bioldgica, j4 em uso para a doenga
arterial oclusiva cronica como vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetaria®™®*'*’,
Promove vasodilata¢do direta e age na ativacdo da fibrinolise, na modulagdo da proliferagao
celular, na fibrinogénese, na antiagregacdo plaquetaria, na atividade hemorreolédgica sobre o
eritrocito, na inibicdo e a na ativagdo de neutrdfilos e na melhora da utilizagao do oxigénio e
da glicose pelos tecidos™ ™.

Além destes efeitos, ha evidéncias de que a PGE,; estimula a angiogénese em situagdes

: 203435
de isquemia miocardica™ "

. Em situag¢des de isquemia periférica, seja aguda ou cronica,
ainda ndo ha relatos de estudos experimentais ou clinicos, utilizando a PGE; com esta
finalidade.

O Programa de Pods-Graduacao em Cirurgia e Experimentagdo da UNIFESP-EPM
desenvolve uma linha de pesquisa sobre as repercussoes teciduais e organicas da isquemia e

3639 Embora a linha esteja voltada

reperfusdo, em particular em musculo esquelético de ratos
até o momento para repercussdes de ordem aguda, considerou-se que a angiogénese ¢ um
fator importante a ser pesquisado na busca de meios terapéuticos para tecidos isquémicos.
Assim, a proposta desta pesquisa foi verificar o papel da PGE; como estimuladora ou
moduladora dos processos de angiogénese na musculatura esquelética de membros caudais de

ratos submetidos a um modelo de isquemia.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Estudar a agdo da PGE, sobre a génese de capilares sanguineos em membros isquémicos de

ratos.

OBJETIVO ESPECIFICO:

Estudar aspectos morfologicos e ultra-estruturais na génese de capilares sanguineos em

musculo esquelético do membro caudal de ratos submetidos a isquemia sob a agdo da PGE,

administrada por via intramuscular ou endovenosa.



3. METODOS

AMOSTRA

Esta pesquisa foi submetida a apreciagdo e aprovagdo pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal da UEM sob o Protocolo niimero 054/2003 e ratificada pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UNIFESP — EPM, sob o Protocolo nimero 0383/04
(Apéndice).

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar-UEM,
machos, adultos, pesando entre 280 e 300 gramas, procedentes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

A experimentagao foi desenvolvida no Laboratério de Inflamagao do Departamento de
Farmacia e Farmacologia da UEM. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial deste
Departamento, em gaiolas apropriadas, individuais, com iluminacdo natural e temperatura de
23° C, com agua e ragdo ad libitum até o momento da operagao.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 20, redistribuidos

igualmente em dois subgrupos:

Grupo I - Ratos submetidos a isquemia (I):
e 1-7—Observados até o 7° dia de pos-operatorio (PO);
e 1-14 — Observados até o 14° dia de PO.

Grupo II - Ratos submetidos a isquemia e inje¢ao intramuscular (IM) de PGE;:
e IM-7 — Observados até o 7° dia de PO;
e IM-14 — Observados até o 14° dia de PO.

Grupo III - Ratos submetidos a isquemia e inje¢ao endovenosa (EV) de PGE;:
e EV-7—Observados até o 7° dia de PO;
e EV-14 — Observados até o 14° dia de PO.



AMOSTRA
RATOS
(N=60)

Grupo I Grupo IM Grupo EV
(n=20) (n=20) (n=20)
Isquemia Isquemia + Isquemia +

PGE; IM PGE; EV
| I | | | I | | | I | |
I-7 1-14 IM-7 IM-14 EV-7 EV-14
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
7° PO 14° PO 7° PO 14° PO 7° PO 14° PO

Figura 1 - Fluxograma mostrando a distribuicdo dos animais nos grupos Isquémicos (I), com
o uso da PGE, Intramuscular (IM) e com o uso da PGE; Endovenoso (EV) e nos

respectivos subgrupos aos sete e quatorze dias de observagao.



PROCEDIMENTOS

Procedimento anestésico

Os animais foram anestesiados, via intramuscular, com cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-
5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Ronpun®) e cloridrato de quetamina (Ketalar™) na relagdo 1:1,
empregando-se desta associagdo Iml.Kg' peso corporal. Aguardou-se até que
desaparecessem os reflexos interdigital e ocular. A ventilagdo pulmonar foi mantida de
maneira espontanea. Quando houve sinais de superficializagdo da anestesia foi aplicado mais
0,1ml da mesma solugao anestésica.

Até a recuperagao da anestesia os animais foram observados quanto ao reflexo ocular
(pela estimulagdo da palpebra superior com gaze), freqiiéncia respiratoria (observagdo direta
dos movimentos tdéraco-abdominais) e freqiiéncia cardiaca (verificada com estetoscopio

pediatrico fixado na regido anterior do torax).

Procedimento de isquemia

Apbs a tosquia da regido medial do membro caudal direito, os animais foram
posicionados em decubito dorsal horizontal sobre a mesa operatéria, com imobilizagdo dos
membros tordcicos e caudais com elasticos. A anti-sepsia foi realizada com tintura de
polivinilpirolidona-iodo a 1% e a delimitagdo do campo operatorio com panos esterilizados.

Baseado em modelo da literatura®***, foi feita uma incisdo longitudinal com bisturi
lamina 15 interessando pele e tela subcutanea, extendendo-se distalmente do ligamento
inguinal até um ponto préximo a patela. Apds a identificagdo do feixe vasculo-nervoso
(Figura 2A), a artéria femoral foi dissecada em toda sua extensdo, desde a regido inguinal até
a artéria poplitea, usando-se lupa cirurgica com aumento de 3x. A artéria iliaca externa foi
dissecada e ligada com fio de algodao 4-0. A artéria femoral foi completamente excisada,
desde sua origem proximal, na artéria iliaca externa, até a sua por¢ao distal (Figura 2B) onde
ocorre a bifurcacdo em artérias safena e poplitea. Deste modo provocou-se a isquemia no
membro caudal do rato. Os planos anatdmicos foram aproximados e a pele suturada com fio

de poliamida 5-0.



Figura 2 - Fotografias da regido medial do membro caudal direito de rato, apos a incisao da
pele e tela subcutanea, mostrando: (2A) a disposi¢ao do feixe vésculo-nervoso

(N = nervo; A = artéria; V = veia) com destaque para a artéria femoral (seta);
(2B) o isolamento e a ligadura distal da artéria femoral.
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Aplicacdo da Prostaglandina E,

Imediatamente ap6s o procedimento de isquemia e antes da sutura da pele, a PGE,, na
dose de 5ug.Kg', foi cuidadosamente injetada nos animais utilizando-se seringas de 1ml e
agulhas 30G"* no Grupo II, via intramuscular (Figura 3A), em pontos eqiiidistantes,
diretamente nos musculos gracil e vasto medial do membro caudal; no Grupo III, via
endovenosa, pela veia dorsal do pénis (Figura 3B).

Cada ampola continha 20pg de Alprostadil® (PGE;), sendo apresentada sob a forma

liofilizada. A dilui¢do foi feita em 5Sml de agua destilada, obtendo-se assim uma concentragao

de 4pg.ml’.

Figura 3 - Fotografias mostrando: (3A) os quatro pontos de inje¢do IM (*) na regido medial
do membro caudal do animal; (3B) administragdo EV em veia dorsal do pénis do

animal.

Dados de Observacao

Durante o periodo de observagdo de sete e quatorze dias, os animais foram

examinados diariamente quanto aos seguintes aspectos:

10
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a) na ferida operatoria - presenca de hematoma, deiscéncia, infec¢do ou isquemia da borda;
b) no membro caudal - presenca de necrose da pele, necrose de dedo(s) ou gangrena;

¢) no aspecto funcional do membro - presenc¢a de claudicacdo (““arrasto) ou paralisia.
Os animais que viessem a Obito seriam necropsiados para determinar a causa mortis e

ndo seriam repostos.

Eutanasia e Coleta de Pecas Operatorias

Sob anestesia no 7° ¢ 14° dia de observagdo, apds incisdo interessando pele e tela
subcutanea na regido medial do membro caudal, a 4rea onde foi retirada a artéria femoral foi
dissecada, isolada e foi retirado um segmento englobando tecidos musculares ¢ o feixe
vasculo-nervoso (Figura 4). Foram imersos em uma solucdo de paraformaldeido 10%
tamponada, para fixacdo e posterior processamento histologico. Um ponto de poliamida
marcou o segmento de fixagao proximal (origem) do feixe muscular.

Apbs a coleta dos tecidos os animais foram submetidos a inalagdo de uma dose letal de

éter etilico, até a parada cardio-respiratoria.

Figura 4 — Fotografia mostrando a peca retirada para o processamento histoldégico, composta
de um segmento da parte medial do membro caudal que englobou tecidos

musculares e o feixe vasculo-nervoso, sem a presenca da artéria femoral.

11
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Processamento das Amostras

O processamento e a analise das amostras foram realizados no Laboratério de

Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas da UEM.

Apbs a fixacdo inicial, o material teve seu tamanho reduzido. Depois de um periodo
total de fixag¢ao de 24 horas, procedeu-se a desidratagao e inclusdo em parafina.

Foram feitos cortes semi-seriados de Sum, que foram fixados em lamina de vidro e
corados com hematoxilina e eosina (H-E) para avaliagdo morfologica do tecido e para a
determinagdo do numero de capilares sanguineos, ou processados para técnica imuno-
histoquimica para o estudo da neovascularizagao.

Para contagem dos capilares, realizada por dois observadores, foi utilizado um reticulo
de 10x10 pontos, acoplado a ocular, em microscopio 6ptico (Olympus“BX41) com a objetiva
de 40x. Os vasos foram quantificados em varios cortes histoldgicos, totalizando 60 campos
microscopicos/animal, sendo que cada campo mediu 0,24mm?. Os resultados foram expressos
como a média das duas contagens do nimero de capilares em 60 campos/subgrupo.

As laminas selecionadas para procedimento imuno-histoquimico foram
desparafinizadas e os cortes reidratados. A identificacdo das células endoteliais foi feita por
coloracdo imuno-histoquimica para detectar o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) usando um anticorpo policlonal, anti-VEGF (Santa Cruz Biothecnology), extraido de
coelho na concentragdo de 1:200, e a glicoproteina CD34 utilizando um anticorpo policlonal
anti-CD34 (Santa Cruz Biothecnology), extraido de coelho, na concentragdo de 1:50.

A coloragdo para imunoperoxidase foi realizada como se segue: para a recuperagao
antigénica os cortes histologicos foram mantidos em PBS (phosphate- buffered saline),
pH=7.,3, e submetidos a pressdo de uma atsmofera em autoclave. Apds o resfriamento, os
cortes foram incubados em peroxido de hidrogénio 10% por 20 minutos, para o bloqueio da
atividade da peroxidase endogena. Apos lavagem com agua, as amostras foram incubadas
com anticorpo primario (anti-VEGF ou anti-CD34) durante uma noite a 4°C. Em seguida
foram lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario biotinilado por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS procedeu-se a revelagdo com 3,3-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto a 0,05% desidratado (DAB). Os cortes foram finalmente
contracorados com hematoxilina de Harris e subseqiientemente montados com resina.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico (Olympus® BX41), e foi

determinada a positividade da reagao.
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Procedimento de Microscopia Eletronica

Para a realizagdo de Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET), no Centro de
Microscopia Eletronica (CEME) da UNIFESP-EPM, foram utilizadas amostras de dois
animais de cada subgrupo. A coleta do material procedeu-se como descrito para o
processamento histoldégico e os fragmentos foram adequadamente reduzidos para o
processamento.

Os fragmentos de musculo esquelético foram fixados em solugdo contendo 4% de
formaldeido (preparado a partir do paraformaldeido) e 4% de glutaraldeido, em tampao
cacodilato de s6dio 0,1M, pH=7,2 por 48 horas a temperatura ambiente. Apos a lavagem em
tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH=7,2, durante uma hora, foi realizado uma troca do
tampao e deixado nesta solu¢do durante a noite. Pela manha procedeu-se a pos-fixagdo em
tetroxido de 6smio a 1% tamponado em cacodilato de sédio 0,1M, pH=7,2 durante duas
horas, com uma troca ap6s uma hora. Depois da lavagem em agua por 60 minutos (com duas
trocas) realizou-se a imersdo em solucdo aquosa de acetato de uranila 0,5%, por duas horas,
em temperatura ambiente. Apds lavagem ripida em 4gua, iniciou-se o processo de
desidratagdo em concentragoes crescentes de alcool etilico, inicialmente a 30%, até o alcool
absoluto. Em seguida, efetuou-se a passagem pelo 6xido de propileno por 2 horas e iniciou-se
a infiltracio do material, através da mistura 6xido de propileno : Epon, feitas em
concentragdes crescentes de Epon, a partir de 3:1 até atingir 1:3. A infiltracdo em Epon puro,
foi realizada durante 48 horas, fazendo-se duas trocas diarias da resina.

Ap6s a infiltragdo em Epon puro, o material foi incluido de acordo com os métodos
convencionais; a polimerizagdo ocorreu em estufa a S6C° por 72 horas. Apos a polimerizagao,
os blocos foram trimados. Cortes semifinos (refletindo rosa e azul) foram realizados em um
ultramicrétomo automatico marca Reichert® (Ultracut S/FC S), utilizando-se com facas de
vidro confeccionadas com um “Knifemaker” (modelo Reichert Jung®™).

Os cortes semifinos foram distendidos em laminas de vidro e corados a quente, com
solucdo aquosa contendo 1% de azul de toluidina e 1% de borax. Filtrou-se a mistura antes da
coloracdo, apos o que as laminas foram lavadas em agua e secas. Os cortes semifinos foram
observados e fotografados em um fotomicroscopio marca Nikon®, modelo Optiphot-1I.

A partir dos cortes semifinos realizou-se uma cuidadosa selecio da area de
interesse,sendo os blocos retrimados de maneira a possibilitar a obtengdo dos cortes

ultrafinos.Estes foram obtidos a partir do Ultra micrétomo “Reichert-Ultracut-S™* com
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navalha de vidro. Os cortes ultrafinos de coloracdo prateada levemente dourada (65-85nm),
foram coletados em telas de cobre com 300 e 400 “mesh*.Os cortes foram contrastados por
oito minutos com acetato de uranila aquosa e com citrato de chumbo por 4 minutos. Cortes
ultrafinos foram observados e fotografados no Microscopio Eletronico de Transmissdo JEOL

1200 EXII (80 KV).

Estudo Estatistico
O estudo estatistico foi realizado pela PGS Medical Statistics utilizando o software
SPSS10, e de acordo com a natureza das variaveis foram aplicados os seguintes testes:
As varidveis foram representadas por média, erro padrdo da média (epm), mediana,
valores minimo e maximo.
Foram utilizados testes ndo paramétricos devido a natureza dos dados.
Na comparag¢do entre os grupos de interesse em relagdo a contagem de capilares em H-E
foram utilizados:
e Prova de Mann-Whitney para comparar os subgrupos de tempo de eutanasia dentro
de cada grupo de estudo;
e Prova de Kruskal-Wallis para comparar os grupos de estudo dentro de cada tempo de
eutandsia.
Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (a0 < 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a

esse valor foram considerados significantes e representados por asterisco.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo Macroscépica

Na avaliagdo macroscopica dos membros caudais operados, houve deiscéncia parcial da ferida em
apenas trés dos sessenta animais. Neste modelo ndo houve sinais imediatos de isquemia, como cianose ou
hipotermia da extremidade do membro caudal. Ndo foi observada claudicacdo (“arrasto”) em nenhum animal,
ndo houve nenhuma necrose da extremidade do membro caudal e ndo houve nenhum ébito entre os animais

estudados.

4.2 Microscopia de Luz

Nos cortes corados com H-E, as células musculares normais apresentaram-se com o nucleo periférico
(Figura 5A) e nao foram constatadas alteracdes degenerativas caracteristicas de necrose, como a ocorréncia de
edema ou infiltrado inflamatério. Esta coloragdo permitiu ainda a contagem dos capilares sanguineos (Figura
5B) e em alguns animais foram observadas alteragdes morfologicas decorrentes da isquemia, como a ocorréncia
de nucleos centrais (Figura 5C).

Nos cortes semifinos, corados com a Toluidina, observou-se o extravasamento de hemacias entre as
células musculares (Figura 6A), a também a ocorréncia de varios capilares entre as células musculares (Figura
6B) nos subgrupos sob a agdo da PGE;.

Através da contagem nos cortes corados com H-E constatou-se um aumento estatisticamente
significante no nimero de capilares nos subgrupos IM-14 (média 43,7 e d.p.m. 6,1) e EV-14 (média 43,7 e
d.p.m. 5,6), quando comparados respectivamente aos subgrupos IM-7 (média 24,9 e d.p.m. 3,9) e EV-7 (média
21,0 e d.p.m. 3,3) (Tabela 1).

Na reag@o de imuno-histoquimica utilizaram-se como marcadores primarios os anticorpos anti-VEGF e
anti-CD34. Houve marcacdo de capilares e vasos maiores no subgrupo IM-14 e EV-14 (Figuras 7 e 8), porém,
esta reacdo ndo foi eficiente para a quantificagdo destes capilares, uma vez que esta marcag¢ao nao foi uniforme
entre os animais do mesmo grupo. Além disto, na lamina de um mesmo animal havia uma grande quantidade de

vasos nao marcados, inviabilizando qualquer analise estatistica.
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Figura 5 -

16

Fotomicrografias em microscopia de luz de musculo esquelético de rato mostrando: (5A) a
presenga de nucleos periféricos (*) nas células musculares em rato do subgrupo Isquémico
observado aos 7 dias (HE, 100x); (5B) os capilares sanguineos (seta) e nucleo (*) em rato do
subgrupo com uso da PGE; IM observado aos 14 dias (HE, 1000x); (5C) presenga de nucleos
centrais (*) e grande quantidade de capilares e vasos maiores (setas) em rato do subgrupo com uso
da PGE, EV observado aos 14 dias (HE, 960x). M = células musculares; C = fibras colagenas.



Figura 6
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Fotomicrografias em microscopia de luz de musculo esquelético de rato mostrando: (6A), hemacias
(H) dentro dos capilares maiores e entre as células musculares (seta), em rato do subgrupo com uso
da PGE, EV observado aos 14 dias (Toluidina, 960x); (6B) varios capilares (setas) em rato do
subgrupo com uso da PGE; IM observado aos 14 dias (Toluidina, 960x). M = células musculares.
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Tabela 1 - Média, erro-padrao da média, mediana e nimeros minimo e méaximo da contagem de capilares em H-E

nos diferentes grupos avaliados.

Contagem de capilares em HE

Grupo

Média e.p.m. Mediana Minimo Maximo n
I-7 24,1 1,4 24,5 17 28 8
I-14 26,0 2,2 27,0 18 35 8
IM-7 24,9 3,9 20,5 15 45 8
IM-14 43,7 6,1 45,0 18 65 8
EV-7 21,0 3.3 16,5 13 38 8
EV-14 43,7 5,6 37,5 26 68 8

As comparagdes entre os subgrupos de tempo de eutanasia dentro de cada grupo de estudo mostraram
os seguintes resultados:

e Nio foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos do Grupo I-7 (p =
0,4418);

e foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos do Grupo IM (p = 0,0281),
onde o subgrupo IM-14 apresentou numero de vasos significantemente maiores do que o grupo IM-7,
Grafico 1;

e foi encontrada diferencga estatisticamente significante entre os subgrupos do Grupo EV (p = 0,0030),
onde o subgrupo EV-14 apresentou nimero de vasos significantemente maiores do que o grupo EV-7,

Grafico 1.

As comparagdes entre os grupos de estudo dentro de cada tempo de eutandsia mostraram os seguintes
resultados:
e ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos 1-7, IM-7 e EV-7 (p =
0,6469);
e foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos 1-14, IM-14 e EV-14 (p =
0,0271), onde os subgrupos IM-14 ¢ EV-14 apresentaram nimero de vasos significantemente maiores

do que o grupo I-14, Grafico 1.
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Grafico 1 — Média do numero de capilares sanguineos quantificados no musculo isquémico de membro
caudal de ratos. Valores representam a média = erro padrdo da média. p<0.05 quando
comparados os seguintes subgrupos: A) IM-7 x IM-14; B) EV-7 x EV-14; C) [-14 x IM-14 ¢
D)1-14 x EV-14.
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Figura 7- Fotomicrografias em microscopia de luz de miisculo esquelético de um animal do subgrupo com uso
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da PGE; IM observado aos 14 dias, mostrando a marcacdo de capilares através da imuno-

histoquimica (setas), utilizando o anticorpo CD 34.
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Figura 8 - Fotomicrografia de musculo esquelético de um animal do subgrupo com uso da PGE; EV observado
aos 14 dias, mostrando a marcagao (seta) de um vaso maior (V) e de um capilar (CA) pela técnica
de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo VEGF, ambos presentes entre as fibras coldgenas

©.

4.3 Microscopia Eletronica

Os capilares sangiiineos encontrados entre as células musculares eram formados por uma ou mais
células endoteliais. No grupo isquémico, praticamente ndo houve a ocorréncia de alteragdes que sugerissem a
génese de novos capilares, a maioria se apresentando com aspecto normal (Figura 9).

Nas Figuras 10, 12 e 14, dos subgrupos com uso da PGE, IM e EV observados aos 14 dias, encontrou-
se evidéncias de formacgdo de capilares a partir de um agrupamento de células endoteliais, que iniciam a
formagdo da luz do capilar pela abertura de espaco entre elas. Também foi freqiiente nos animais destes
subgrupos o aparecimento de filopoédios na superficie luminal (Figuras 11 e 13).

Na Figura 13, do subgrupo com uso da PGE, IM observado aos 14 dias, identificou-se outro achado
sugestivo de angiogénese, o brotamento lateral, que ocorre por um desarranjo da membrana basal.

Observou-se em animal do subgrupo IM 14 (Figura 15) uma divisdo luminal por processos espessos
(ponte) que se estendiam através do limen e se fundiam com a membrana do lado oposto, criando capilares com

um duplo limen, através de um processo de divisdo longitudinal.
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Figura 9 - Eletromicrografia do mutisculo esquelético de um rato do subgrupo Isquémico observado aos 7
dias. Observa-se um capilar com hemacia (H) em sua luz (L), com o ntcleo denso da
célula endotelial (N) e um pericito (PE) em sua borda superior. M = células musculares, C
= fibras coldgenas.

Figura 10 - Eletromicrografia do musculo esquelético de um rato do subgrupo com o uso da PGE, EV
observado aos 14 dias. Nota-se um capilar sangiiineo em formagdo a partir de duas
células endoteliais (CE1 e CE2), com nucleo (N) denso em apenas uma, que abrem
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espago entre elas formando a luz (L) do capilar. M = células musculares; C = fibras
colagenas; MB = membrana basal; JC jungdo celular.

¢ - . 4

Figura 11 - Eletromicrografia do musculo esquelético de um rato do subgrupo com uso da PGE,; EV
observado aos 14 dias. O capilar sangiiineo (CA) é formado por trés células endoteliais
(CE) unidas por jungdes celulares (JC); pequenos filopodios (setas) sdo observados na
superficie luminal do capilar. Um provavel pericito (PE) e diversos fragmentos de
citoplasma de outros, encontra-se proximo ao capilar. M = células musculares, C = fibras
colagenas.

Figura 12 - Eletromicrografia do misculo esquelético de um rato do subgrupo com o uso da PGE; IM
observado aos 14dias. Nota-se um capilar sangiiineo formado por trés células endoteliais
(CE1, CE2, CE3) unidas por jungdes celulares (JC), com ntcleo denso em apenas
uma (N). PE = pericito, H = hemacias, M = células musculares.
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Figura 13 - Eletromicrografia do musculo esquelético de um rato do subgrupo com o uso da PGE; IM
observado aos 14 dias. Nota-se um capilar sangiiineo formado por duas células
endoteliais (CE1 e CE2), com nucleo denso (N) em apenas uma, provavelmente em
final de mitose e varios filopdodios (setas) em sua superficie luminal. Na borda superior
ha um provavel brotamento (B) do capilar com membrana basal difusa. PE = pericito;
M = células musculares; ME = matriz extracelular; JC = jungdo celular.

Figura 14 - Eletromicrografia do musculo esquelético de um rato do subgrupo com o uso da PGE; IM
observado aos 14 dias. Nota-se um capilar sangiiineo em formagdo com nucleo denso
(N) em apenas uma das duas células endoteliais (CE1 ¢ CE2). PE = pericito; M = células
musculares; JC = jungdo celular; MO = vacuolizagdo de células mononucleares.
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Figura 15 - Eletromicrografia do musculo esquelético de um rato do subgrupo com o uso da PGE; IM
observado aos 14 dias. Nota-se um capilar sangiiineo formado por célula endotelial com
nucleo denso (N) ¢ o limen (L) dividido em duas partes por uma ponte (PO) de
citoplasma de células endoteliais. PE = pericito; H = hemacia; JC = jungao celular; M =
células musculares.



5. DISCUSSAO

A angiogénese terapéutica ¢ uma nova abordagem para o tratamento de doengas
vasculares isquémicas cronicas, que pode ser usada para um nimero crescente de pacientes
que ndo tém condigdes de revascularizagdo. Nestes pacientes, que apresentam alta taxa de
morbidade e mortalidade em qualquer procedimento, a amputacdo pode estar indicada para
solucdo dos sintomas incapacitantes, sobretudo pela intensa dor isquémica em repouso’.

A angiogénese pode ser aplicada pela indu¢do dos estimuladores das células endoteliais
presentes nos tecidos isquémicos (modo celular), adicionando ou modificando genes
produtores de fatores de crescimento (modo génico) ou pela administragdo local ou sist€émica
de fatores de crescimento (modo protéico)®*.

A isquemia isoladamente ¢ um evento que estimula a neoformacao vascular em musculo

8,27,47,48,49 29,34,35

esquelético e cardiaco . Este processo ¢ regulado por fatores de crescimento

1 .
95031 Dentre os diversos

que se localizam nas células endoteliais e na matriz extracelular
fatores envolvidos destacam-se o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) que
inicia o processo de angiogénese e o 0xido nitrico (NO), que tem a funcdo de regulagdo e
modulagdo do VEGF *'¥.

O agente ideal para aplicagdo na angiogé€nese terapéutica deve apresentar algumas
caracteristicas como: estimular e potencializar a angiogénese, mantendo uma a¢do duradoura,
ter como alvo especifico os tecidos isquémicos; ndo causar efeitos colaterais; ndo provocar
angiogénese patoldgica; alcangar alta concentracdo local; ter um tempo de exposicao
adequado; ser de facil reaplicagdo; poder ser administrado por via oral ou parenteral; ser de
baixo custo™*>*>,

A PGE, ¢ uma droga vasodilatadora usada no tratamento de doengas arteriais isquémicas

53,54

de membros inferiores™”", e testada experimentalmente para inducdo da angiogénese em

29,34,35 7 : . A r 55
=% além de estimular a angiogénese na cornea de coelhos™ e

doengas cardiacas isquémicas
na membrana corioalantdica de embrides de galinha®®. A acdo da PGE; sobre a angiogénese
se d4 indiretamente, pela inducdo da expressio do VEGF**. Partindo deste embasamento
teorico, surgiu a idéia de utilizar a droga injetando-a diretamente na area isquémica ou por via
endovenosa, dentro da modalidade de terapia protéica, que tem um enfoque mais
convencional e menor risco que a terapia génica’. Também pareceu ser uma estratégia mais

viavel para eventual utilizacdo na pratica médica diaria®*.
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A PGE, atua como um gatilho para disparar a angiogénese, ¢ sua dosagem apresenta-se
elevada em ulceras de pele, exsudatos inflamatorios, neoplasias e em macrofagos ativados'”.

Embora a angiogénese seja fator primordial nos processos isquémicos cronicos a a¢ao de
drogas estimuladoras pode ser testada em modelos agudos de isquemia®?!8:40:42:4344.49,

Modelos em animais de experimentagdo tentam reproduzir as condi¢des de isquemia
encontradas em seres humanos e com isso proporcionar um melhor entendimento da
fisiopatologia da doenga e das suas alternativas de tratamento***!*->47,

Um dos animais mais freqlientemente citado na literatura em modelos de isquemia,
inclusive em membros inferiores, ¢ o rato’’. Tem a vantagem de facil obtencdo e
manipulagdo, com custos baixos. Nesta pesquisa, em particular, a facilidade de manutencao
em ambiente controlado propiciou a elaboracao de uma amostra homogénea de ratos machos,
com idade e peso similares. Os diferentes modelos de isquemia muscular procuram simular as
condigdes existentes na pratica médica e cada um tem principios racionais para investigar
situagdes especificas®*>4¢,

Deste modo, entre os diversos modelos optou-se pela excisdo da artéria femoral que
resulta na propagacdo de um trombo retrégrado e oclusdo da artéria iliaca externa,
conseqiientemente o fluxo sangiiineo para o membro isquémico torna-se dependente de vasos
colaterais a partir da artéria iliaca interna’’. O modelo mostrou-se ser confiavel e
reprodutivel, promovendo redu¢do imediata do fluxo arterial demonstrado por arteriografia
314198 Os testes do projeto piloto mostraram que o edema e cianose apresentada pela pata do
animal apds a obstrucdo arterial foi um parametro confiavel para comprovar a isquemia do
membro inferior.

O procedimento anestésico padronizado pelo Programa de Poés-graduacdo em
experimentos envolvendo ratos preconiza o uso intramuscular da associa¢ao de quetamina e
xilazina e que foi suficiente para manter os animais em plano anestésico durante todos os
procedimentos operatorios. Nos periodos de observacdo a analgesia proporcionada pela
dipirona foi adequada, pois os animais se locomoveram espontaneamente a procura de adgua e
alimento e ndo apresentaram sinais objetivos de sofrimento.

A PGE,; ¢ uma droga que esta associada a ocorréncia de taquicardia e aumento da pressao
arterial. Em que pese seu conhecido efeito vasodilatador em arteriolas, esfincteres e vénulas,

em alguns pontos selecionados (por exemplo, rins) a PGE; induz a uma resposta

. , . . 33.59 .. - ..
vasoconstritora que ¢ mediada pela serotonina *”". A administracdo em dose unica de PGE;
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(5pg.Kg™"), atingindo uma média de 2pg/animal, apesar da taquicardia e aumento na pressio
arterial, ndo foi lesiva ou mortal para nenhum dos animais estudados.

A via de administracdo ¢ ponto critico, porque a droga precisa alcangar uma concentragao
que permita uma longa exposi¢do dos tecidos a sua agdo. As vias sistémica, intramuscular
(IM), endovenosa (EV) ou intra-arterial, embora sofram restri¢des na disponibilidade da droga
no local da isquemia, justamente por esta area estar sem circulagdao sangiiinea adequada, sao
as mais comumente utilizadas, tanto experimentalmente como em ensaios clinicos. Ambas
apresentam vantagens e efeitos adversos **.

A administragdo local, ou seja, na propria area isquémica, seria a melhor opg¢do por poder
oferecer a droga em concentragao farmacolédgica diretamente na area carente. A aplicagao IM
proporcionaria teoricamente uma maior concentragdo da droga na area isquémica, podendo

ser aplicada em local onde a via sistémica poderia ndo alcangar ®'®*¢-%

. Em relagdo a via
intra-arterial, tem a vantagem de poder ser utilizada quando as artérias apresentarem algum
comprometimento tdo grave que nao permitam o posicionamento do cateter proximo a lesdao
aterosclerotica .

No modelo proposto a administragdo foi realizada diretamente no musculo isquémico
(IM), em dose unica. Para evitar que o volume injetado causasse necrose muscular, tomou-se
o cuidado de dividir a aplicacdo da dose em quatro pontos eqiiidistantes. A observagao dos
animais ndo surpreendeu alteracdes locais ou sistémicas que pudessem ser atribuidas a
escolha desta via de aplicagdo.

A utilizagdo da via EV ndo causou alteragdes sistémicas que pusessem em risco a vida do
animal, o que pdde ser comprovado pela observacao dos dados vitais durante o experimento,
que apresentaram discreta variagdo. A aplicagdo EV tem a vantagem de ser menos invasiva,
podendo ser repetida se necessario. Porém, um sendo ¢ que grande parte da PGE; (70-95%) ¢é
inativada em sua primeira passagem pelos pulmdes, com conseqiiente diminuicdo de sua
biodisponibilidade na area isquémica’.

Portanto no racional do projeto de pesquisa foi levantada a hipdtese de que se houvessem
diferencas concernentes a via de administra¢do, os pardmetros estudados poderiam medir esta
diferenca, o que sera analisado adiante na avaliagdo dos resultados histoldgicos e de ultra-
estrutura.

A observagdo dos animais mostrou que houve deiscéncia parcial da ferida operatoria em

trés (5%) dos sessenta ratos operados, mas que somente em um caso necessitou refazer a
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sutura da pele. Apesar da isquemia provocada no membro caudal a pele teve boa perfusao
tecidual, provavelmente pela circulacao colateral extensa existente na area. Também nao foi
observada a claudicagdo (‘“arrasto”) ou necrose do membro caudal em nenhum animal.
Trabalhos na literatura biomédica referem que a circulagdo colateral em ratos ¢ extensa e o
muisculo esquelético é resistente a isquemia >%*.

O efeito esperado do uso da PGE, na area isquémica ¢ exatamente sobre a quantidade ou
qualidade de vaso neoformados. Deste modo foram estabelecidos parametros histologicos,
imuno-histoquimicos e ultra-estruturais para tentar estabelecer a relagdo entre a droga e sua
via de administracdo na angiogénese.

ApoOs a isquemia o processo de angiogénese se inicia entre um a trés dias, atingindo o
pico da proliferagao por volta de sete dias e havendo, a partir de entdo, uma regressao rapida e

41,48,51,60-62

progressiva no numero de vasos neoformados até vinte e oito dias . Durante este

periodo hé relatos de ocorréncia de uma assimetria intimal, incluindo vérias camadas de
células musculares lisas e de lamina elastica interna*"®,

Uma das caracteristicas de que a célula muscular estd em processo de isquemia, € o
deslocamento do nucleo da periferia da fibra para a regido central®. Na avaliagdo histologica
das laminas coradas em HE esta alteragdo foi notada em todos os tempos de observacao,
demonstrando que esta regularidade das amostras estd relacionada a adequacdo do modelo
proposto em produzir a isquemia muscular.

A contagem de capilares sanguineos foi possivel nas laminas coradas em HE, uma vez
que as estruturas sdo facilmente identificaveis e passiveis de contagem em campos
selecionados aleatoriamente. Nos animais do grupo controle observou-se alguns vasos
maiores entre as fibras colagenas, principalmente nos animais no periodo de quatorze dias.
Capilares sanguineos menores foram observados apenas entre as células musculares. Como o
objetivo foi avaliar neoformagao vascular, para efeito de contagem consideraram-se apenas os
vasos menores, com ou sem hemacias em seu interior.

Nos animais do grupo controle, que ndo receberam a PGE,, a contagem de capilares nao
mostrou diferenga significante entre a observagdo com sete ou quatorze dias. O fato pode ser
devido a ndo formagao de novos vasos neste periodo ou, caso tenha ocorrido, os mesmos nao
sofreram a maturacdo necessaria e acabaram regredindo. Uma opg¢do para confirmar esta

hipdtese talvez exigisse uma ampliacdo no nimero de animais, para que com o aumento da
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amostragem pudesse eventualmente identificar uma tendéncia a variacdo entre os dois
periodos.

Aos sete dias de observacdo nos animais que receberam a droga, independente da via de
aplicacdo ndo foi constatada nenhuma diferenca significativa na presenga dos capilares. No
entanto, aos quatorze dias de observagdo, também independente da vias de aplicacdo da
droga, ocorreu um significativo aumento dos capilares na area isquémica, quando comparados
com o periodo de sete dias e nas mesmas vias de administra¢do. Pode-se inferir que a droga
teve um efeito favoravel na formacao destes capilares em fases mais avancadas do processo.
O fato pode ser explicado pela biologia do processo de regeneragdo ou cicatrizacdo que se
encontra neste periodo, ao redor do décimo quarto dia, na fase proliferativa.

Também aos quatorze dias de observagdo, os animais dos subgrupos com o uso da PGE;,
tiveram um aumento no numero de capilares na coloragio HE, quando comparados aos
animais do subgrupo controle. O método empregado ndo conseguiu diferenciar eventuais
vantagens neste aumento no numero de capilares que pudessem ser atribuiveis a via de
administracdo, embora existam relatos na literatura biomédica de um resultado mais favoravel
com o uso local da PGE;*"*,

A angiogénese ¢ modulada por fatores de crescimento que se localizam nas células
endoteliais e na matriz extracelular’’'. O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)
81 esta associado ao inicio de processo de neoformagio vascular e é considerado um monitor
confidvel do processo. Em tecidos cardiacos isquémicos, a administragdo exogena da PGE,
pode estimular a angiogénese medida pela expressio do VEGF*?*. A PGE, ndo estimula
diretamente o crescimento endotelial. Seu efeito angiogénico parece ser mediado pela agdo
paracrina de fatores angiogénicos liberados por outras células®™, como, por exemplo,
estimulando os macrofagos a secretarem fatores de crescimento, como o Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF) e a adenosina, entre outros'**.

A imuno-histoquimica, que ¢ a utilizagao de técnicas imunoldgicas ao estudo de células e
tecidos, ¢ uma outra maneira de se identificar e quantificar a expressdo da angiogénese®.
Varios métodos estdo disponiveis, sendo mais comumente utilizado o indireto, que usa o
complexo da avidina-biotina-enzima. O principio basico do método consiste na adesdo do
anticorpo (primdrio) ndo-marcado a um antigeno presente no tecido ou célula estudados. Essa

adesdo ¢ visualizada através da unido entre esse anticorpo ao complexo avidina-biotina-

enzima. A enzima do complexo pode ser peroxidase ou fosfatase alcalina e sua fungdo ¢

29



30

converter uma substancia adicionada ao processo e denominada cromégeno em um produto
final colorido, que pode ser visualizado ao microscopio®.

Logo, este processo ¢ bastante complexo, pois o anticorpo primario devera se ligar aos
epitopos, que se fecharam durante a fase de fixacdo e processamento do material, e
necessitam se abrir durante a fase de recuperacdo antigénica, feita através de micro-ondas,
banho-maria, autoclave ou recuperacao enzimatica.

No projeto de pesquisa inicial, tendo em vista a informacgdo da literatura biomédica e da
experiéncia do Servigo de Histologia da UEM em imuno-histoquimica pareceu vidvel e
cocrente a utilizacdo de marcadores do VEGF como um monitor de neovascularizagio.
Contudo, por problemas provaveis de técnica de imuno-coloracdo nao foi confiavel a
quantificacdo dos capilares sanguineos. Foram feitos dezenas de testes, com variagdes
técnicas como: varios tipos de recuperacdo antigénica, tempos diversos de incubagdo,
mudangas nas dosagens das aliquotas de anticorpos primarios e secundarios, variagdes de
lotes com troca do anticorpo primario anti-VEGF por um lote diferente e depois por um outro
anticorpo primdrio, o anti-CD34, uma vez que ele ¢ uma glicoproteina expressa como um
marcador para validar a proliferacdo endotelial em células de tecido normal e em
proliferacdes, benignas ou malignas®’. Apos extensa revisio dos procedimentos e diversos
contatos com o fornecedor dos kits de imuno-histoquimica, decidiu-se procurar outro
laboratério para avaliagdo no material colhido.

O Laboratério de Patologia de Maringa (LAPAM) realiza esta reacdo hé varios anos e
padronizou a utilizacdo da autoclave para a recuperagdo antig€nica. Utilizou-se entdo o
Protocolo deste servico, e, realizando dois ciclos de 10 minutos a pressdao de uma atmosfera,
embora ndo uniforme, finalmente conseguiu-se a positividade da reagao.

Como resultado da imuno-histoquimica pdde-se observar que houve a imuno-marcacao
de poucos vasos, sendo a maioria arteriolas e vénulas localizadas no tecido conjuntivo
envolvendo os feixes de fibras musculares. De acordo com os resultados da microscopia
optica os subgrupos IM-14 e EV-14 mostraram um maior numero de capilares, quando
comparados aos subgrupos IM-7 e EV-7, portanto era de se esperar uma marca¢ao em um
maior nimero de capilares sanguineos nestes animais. No entanto, ndo houve esta
correspondéncia e a maioria dos vasos marcados com VEGF era os de maior calibre, com
poucos capilares marcados. As reagdes com CD-34 coraram um numero maior de capilares

sanguineos, contudo ndo houve reprodutibilidade em todos os cortes histologicos,
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inviabilizando a contagem. A falta de homogeneidade dos resultados e a sua incoeréncia com
outros achados microscopicos, assim como as variagdes apresentadas nos grupos usados como
testemunha, colocaram as eventuais conclusdes sob suspeita, embora a imuno-coloracdo dos
vasos maiores possa sugerir um mecanismo de forma¢ao de novos vasos por arteriogénese.

O tempo decorrido com as tentativas de acertar a metodologia de imuno-coloragdo, assim
como os custos envolvidos, encaminharam a pesquisa para outros tipos de marcadores, porém
foi descartada, pois a utilizacdo de outros marcadores de crescimento vascular implicava nos
mesmos Obices do anti-VEGF e do anti CD-34.

Partiu-se entdo para uma analise mais pormenorizada da ultra-estrutura dos capilares, que
constava do projeto inicial. Apds contato com o Centro de Microscopia Eletronica da
UNIFESP-EPM, foram operados dois animais de cada grupo, e as amostras levadas para
processamento e analise neste centro.

A microscopia eletronica de transmissao (MET) foi um método de avaliagdo que permitiu
identificar algumas estruturas e fendmenos que sao referidos na literatura biomédica como
caracteristicas da angiogénese®’’. Sio mencionadas alteragdes morfologicas associadas a
angiogénese como: degradagdo da membrana basal, proliferacdo de células endoteliais,
brotamento lateral, formagao de filopédios e aparecimentos de pontes citoplasmaticas no
interior dos capilares, bem como, a vacuolizacio das células endoteliais’ %,

A literatura refere que durante o processo de angiogénese, ocorre um desarranjo parcial
da membrana basal do capilar seguida de migragdo de células endoteliais’'. Este parece ser o
primeiro sinal da génese de capilares sanguineos e habilita a célula endotelial a migrar
externamente para formar brotos. Com a progressao deste processo, os novos brotos formados
provavelmente fundem-se com os vasos ja existentes, formando anastomoses € uma complexa
rede’’. Durante este processo aparecem espagos entre as células endoteliais o que permite que
as hemacias saiam para o espago intersticial’”. Na analise do material foi constatada a
presenca de hemacias fora do limen vascular corroborando a hipotese de um processo de
neoformacao vascular (Figura 6B). Acredita-se que o brotamento lateral de novos vasos a
partir de vasos pré-existentes ocorra por divisio das células endoteliais’""*. O brotamento
lateral foi evidente aos quatorze dias de observacdo nos animais que receberam a droga por
via intramuscular (Figura 13), onde se observou um desarranjo da matriz celular e

proliferacdo de células endoteliais.
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Nesta investigacdo, as presengas de células semelhantes aos macréfagos (Figura 14)
apresentaram-se de forma variada, mas freqlientemente contendo grandes vactiolos com
material eletrodenso em seu interior. Este fato foi sugestivo de neoformag¢do vascular, uma
vez que a participacdo dos macrdéfagos na inducdo da angiogénese ¢ tida como importante
pela produgdo de fatores humorais que seriam responsaveis pelo crescimento de novos vasos,

pela degradagio da matriz extracelular®>"*

e pela estimulagcdo de outras células, tais como
células endoteliais e fibroblastos, além de outros fatores angiogénicos’*. Os macréfagos sio
ainda responsabilizados pela migragdo e mitose de células endoteliais’.

Quando um sinal angiogénico estd presente na face luminal, a resposta do endotélio se faz
pela producdo e invasdo de filopodios que cruzam o limen existente, para se fundir com a
parede oposta da célula endotelial ¢ desta forma cria um segundo limen vascular’®. A
presenca de filopddios foi freqiiente nos animais aos quatorze dias de observacdo que
receberam a droga tanto IM quanto EV (Figuras 11 e 13). Como o achado ndo foi verificado
no grupo controle, pode-se concluir que a droga seja responsavel pelo efeito estimulador da
angiogénese.

A “ponte” citoplasmatica caracteriza a angiogé€nese por intussep¢ao que, ao contrario da
angiogénese por brotamento, ¢ um conceito relativamente novo em biologia vascular. Estudos
ultra-estruturais identificaram quatro diferentes tipos de pontes estreitas de tecidos
transcapilares, indicando intussep¢do’®. O achado mais comum é o de um tipo de ponte que se
forma quando as paredes opostas do capilar se projetam em dire¢do ao limen, até que uma
toca a outra, no meio do lumen. Ocorre assim, a formacdo de uma zona de contato entre as
células endoteliais de lados opostos ou, uma ponte transcapilar. Observa-se a presenga de
pericitos nessa construgdo endotelial e sugere-se que essas células contrateis provavelmente
estdo relacionadas com o inicio do processo de intussep¢do’> . Estes pericitos, que ficam
proximos aos capilares, além do suporte estrutural, estariam envolvidos na secrecdo de
componentes da matriz extracelular’®. Foi sugerida também a possibilidade de que os pericitos
facilitariam os movimentos migratérios, que ocorrem durante a neoformagdo dos capilares’.
A andlise do material permitiu identificar uma ponte citoplasmatica caracteristica deste
processo de intussepcao (Figura 15) assim como permitiu identificar a presenga de pericitos
ao redor dos capilares que exibiam uma atividade de proliferacao (Figuras 11, 12, 13 e 14).

Outro mecanismo descrito na literatura”*’ ¢ a formagdo de capilares por vasculogénese a

partir de células de natureza desconhecida que se encontram dentro da circulagdo sangiiinea.
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Estas células progenitoras circulantes podem ser células endoteliais, células tronco
hematopoiéticas ou células tronco do conjuntivo’.

Embora ndo tenha sido caracterizada a presenca destas células progenitoras foi possivel
identificar a vasculogénese como um fenémeno global no material estudado (Figuras 10, 12 e
14). Isto pode ser constatado pela presenca de agrupamentos de células endoteliais
intercalados aos capilares na regido do tecido conjuntivo e entre as células musculares,
promovendo uma abertura de espaco entre estas células e iniciando a formacdo da luz do
capilar. Esses agrupamentos celulares sdo semelhantes as ilhotas sangiiineas, que aparecem no
saco vitelino® e sio também encontrados no interior do reticulo estrelado e préximo ao
estrato intermediario®. A presenca dos agrupamentos celulares nesta regido sugere que além
do processo de angiogénese, estd ocorrendo também um processo de vasculogénese’®. Esses
agrupamentos celulares, semelhantes aos ja observados em outros tecidos, seriam
responsaveis pela formacdo de novos vasos, a partir de células endoteliais progenitoras ou
angioblastos.

Todas essas diferentes formas de crescimento sdo conhecidas e identificadas nos varios
trabalhos encontrados na literatura biomédica, porém, ndo se tem conhecimento exato de
como elas sdo controladas’®.

Estes achados sugerem a presenca de angiogénese e de vasculogénese no tecido estudado
e caracterizam a influéncia da PGE; no seu aparecimento, independente da via de

administracao.

Consideracdes gerais

A angiogénese terapéutica, em doencas arteriais periféricas, tem sido estudada ha
aproximadamente uma década, e oferece grandes perspectivas para um futuro proximo. Os
estudos experimentais mostraram uma melhora no fluxo sangiliineo, porém, os primeiros
estudos clinicos em seres humanos, apesar de alguma efetividade, ainda estdo longe de uma

6256983 Q30 atribuidos como fatores limitantes a dose do fator de

conclusdo definitiva
crescimento, a duracdo de sua acdo, a via de administra¢do, os varios locais de atua¢do dos
agentes, a selecao dos pacientes, a heterogeneidade dos pacientes, os inibidores endogenos da

26,52,53

angiogénese, ¢ um potente efeito placebo O uso continuo de determinados

medicamentos  (aspirina, isosorbida, nitratos, espirolactona, furosemide, captopril,
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bumetamida, lovostatina, inibidores da ciclooxigenase e claritromicina), assim como a idade
avangada, a dislipidemia, o tabagismo e o diabetes, também podem prejudicar o resultado dos
estudos clinicos, pois atuariam como inibidores da angiogénese'®.

Ainda nd3o hd um consenso sobre o fator angiogénico ideal, ou se seria necessario o uso
de uma combinacio de fatores de crescimento para promover ¢ manter a angiogénese". O
conhecimento das bases celular e molecular da maturagdo dos vasos sanguineos pode ser o
ponto mais importante do ciclo de vida destes vasos, podendo ser a chave do desenvolvimento
das terapias de estimulo ou inibi¢do da angiogénese'*?*. O rapido avanco nestes campos e nos
sistemas de liberagdo de medicamentos podera tornar a angiogénese terapéutica a opgao de
tratamento padrio nas doencas isquémicas' .

Deste modo, a pesquisa em animal de experimentacdo tem um espago importante na
contribui¢do ao conhecimento nesta area. Nao sé para estabelecer o modelo de isquemia,
como no estudo sistematizado da propria angiogénese e drogas moduladoras do processo.

Os resultados mostraram que, dependendo do processamento utilizado, a caracterizagdo e
diferenciacdo da angiogénese e vasculogénese, particularmente em tecido muscular
submetido a isquemia, estd sujeita a algumas variacdes de manifestagdo e conseqiientemente
de avaliagdo.

A avaliagdo histologica convencional e classica pela coloragao com hematoxilina e eosina
pesquisa permitiu mostrar que, nos animais em que se utilizou a PGE;, houve uma maior
presenga de vasos no tecido muscular esquelético isquémico, associados ha tempos mais
longos de observagdo, mais precisamente aos quatorze dias, ainda que a técnica ndo tenha
permitido identificar se estes vasos se formaram por angiogénese ou vasculogénese. No
entanto, ndo permitiu diferenciar vantagens sobre a via de administracdo intramuscular ou
endovenosa.

Observou-se ainda que a coloragdo do material pela técnica de imuno-histoquimica
proporcionou a marcacao de capilares e vasos de maior calibre, porém, nos tempos estudados
nao possibilitou que se determinasse se este aumento de vasos, encontrados na coloragdo com
HE aos 14 dias, ocorreu por angiogénese ou por vasculogénese, provavelmente porque neste
tempo de observacdo os capilares sanguineos ndo estivessem expressando os marcadores

utilizados.
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A microscopia eletronica de transmissdo por sua vez conseguiu identificar estruturas e
fendmenos morfologicos que foram referendados por outros achados da literatura e que
mostrou coeréncia com o esperado nas situagdes propostas pelo projeto experimental. As
pontes citoplasmaticas, os indicios de brotamento, os pericitos e os filopddios identificados de
modo diferenciado entre os grupos estudados permitiram demonstrar que os fendmenos da
angiogénese e da vasculogénese estdo presentes em tecido muscular esquelético de ratos e que
a PGE; ¢ uma droga que possuiu efeitos favoraveis sobre ela, independente da via de

administragdo intramuscular ou endovenosa.
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6. CONCLUSOES

1. A Prostaglandina E1 administrada por via intramuscular ou endovenosa promoveu, em
musculos esqueléticos de ratos submetidos a isquemia, o aumento no numero de
capilares, identificaveis histologicamente na coloracdo pela hematoxilina e eosina, apos
14 dias de observacao.

2. A Prostaglandina E1 administrada por via intramuscular ou endovenosa promoveu, em
musculos esqueléticos de ratos submetidos a isquemia, o aparecimento de estruturas
morfologicas, identificdveis por microscopia eletronica de transmissdao, compativeis com
o fendmeno de angiogénese e vasculogénese.

3. As marcacdes pela imuno-histoquimica com os anticorpos primarios, anti-VEGF (Fator
de Crescimento do Endotélio Vascular) ou anti-CD-34, ndo foram fidedignas para
caracterizarem o fenomeno de neoformagao vascular em musculo esquelético isquémico
de ratos.
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APENDICE

Aprovacio pelo Comité de Etica da UEM

(_ Universidade Estadual de Maringa
—‘A Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
#\ Comissio de Etica na Experimentacio Animal - CEEA

Oficio-Circular n® 001/2005 - CEEA Maringa, 2/9/2005

Senhor Pesquisador(a):

Informamos a Vossa Senhoria que o projeto de pesquisa intitulado

Investigacio de angiogénese em membro caudal de ratos submetidos a isquemia e
tratados com prostaglandina E1

Protocolo n® 054/2003 |, encaminhado para apreciacéo desta Comissio em
encontra-se na situacio: Aprovado

Comunicamos que, conforme Resolugdo n° 047/2000-CEP, a
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal, s6 podera emitir o certificado de
aprovagio, ap6s a apreciagio do relatério final da pesquisa. Portanto, aguardamos sua
manifestag¢do acerca do referido relatorio.

Atenciosamente,

e P
’%diro Cecilio
Presidente
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Aprovacio pelo Comité de Etica da UNIFESP-EPM

45

UNIFEP
A

Universidade Federal de S3o Paulo Comité de Etica em Pesquis
Escola Pauiista de Medicina Hospital

Séo Paulo, 30 de al
CE

llmo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) DORIVAL MORESCHI JUNIOR
Disciplina/Departamento: Téc. Op. Cir. Exp./Cirurgia da
Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Investigagdo da angiogénese em membro pélvico de ratos sul

isquemia e tratados com prostaglandina E1".

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sdo Paulo AN
APROVOU o projeto de pesquisa acima referenciado.
Conforme estabelecido pelo CEP/UNIFESP, sao deveres do pesquisador:
© “omunicar toda e qualquer alteragdo do projeto.
~presentar primeiro relatorio parcial em 27/outubro/2004.
3. Apresentar primeiro relatério parcial em 25/abril/2005.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S3o Paulo/ Hospital Sdo Paulo

“Ressaltamos que € de essencial importincia que sefa verificado, antes da divulgagdo dos processos efou resutados oblidos nes
se os mesmos s3o polencialmente patenteaveis ou passiveis de outras formas de protegio intelectualindustrial. A proteg3o |
deposito de patente, ou de outras formas de prolegdo da propriedade intelectual, evita a agdo indevida de lerceiros e confere maic
quando da publica¢ido dos resultados da pesquisa”.



PROTOCOLO I - OPERACAO

DATA: / / .RATO N% PESO: gramas
INICIO: TERMINO: DURACAO:
ANESTESIA.:

DOSE INICIAL: DOSE EXTRA:

MONITORIZACAO (ATE RECUPERACAO ANESTESICA):

00 05 15 30 45 60 75 90 105 120

*FC

*FR

* RO

( FC = freqiiéncia cardiaca; FR = freqiiéncia respiratoria; RO = reflexo ocular )

INTERCORRENCIAS:

46

PROCEDIMENTO DE ISQUEMIA:

GRUPO/SUBGRUPO:

INTERCORRENCIAS:

PERIODO DE OBSERVACAOQO:

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

14

Claudicagdo

Infecgdo pele

Edema pata

Necrose pata

Obito

X =Sim Em branco = Nao
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Tabela 2 - Contagem do ntimero total de capilares em microscopio Optico, 8 animais de cada
grupo, 50 campos por animal, em laminas coradas pela técnica Hematoxilina-

Eosina.

GRUPOS GI7 GI14 GIM7 G IM 14 GIV7 GIV 14

11 46 17 65 13 52
N° 26 35 12 52 16 32
C 28 24 29 35 14 33
A
P 22 30 25 54 15 54
I
L 17 28 17 37 13 41
A
R 28 26 23 62 23 34
E
S 21 31 15 65 26 25
23 22 18 38 17 26
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Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

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

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

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

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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