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RESUMO

O sistema cardiovascular esta estrutural e funcionalmente disposto de modo
“circular”. Situagdes de obstrucdo do fluxo sanguineo determinam o aparecimento de
mecanismos que visam suplantar tais interrupgdes e manter a circularidade integra. A nivel
molecular, o principal elemento envolvido nestes mecanismos ¢ o Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF). A expressdo do VEGF quando ha oclusdo arterial estd bem
documentada, faltando elementos com relacdo a oclusdo venosa. Neste estudo objetivamos
verificar se a oclusdo a nivel arterial determina uma expressao do VEGF diferente daquela
que ocorre se a oclusdo acontecer a nivel venoso. Para isso randomizamos dois grupos de
ratos de experimentagdo. Em um grupo realizamos a oclusdo da aorta infra-renal e em outro a
oclusdo da veia cava infra-renal. Posteriormente medimos a expressdo do VEGF através da
contagem do numero de células marcadas imunoistoquimicamente no omento destes ratos. O
resultado demonstrou que a expressao do VEGF, quando analisada pelo método proposto foi
igual no grupo da oclusdo venosa e no grupo da oclusdo arterial.

Palavras-Chave: Sistema circulatorio; fatores de crescimento; fator de crescimento endotelial
vascular; oclusdo arterial; oclusdo venosa; angiogénese; arteriogénese; venogénese; circulacao
colateral, imunoistoquimica; densidade vascular; densidade celular.



ABSTRACT

The cardiovascular system is structurally and functionally circular. Situations in
which there is obstruction to blood flow trigger mechanisms to bypass these blockages and
maintenance the integrity of the circularity. At the molecular level the main factor involved is
the Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). The VEGF expression associated with
arterial occlusion is well documented but is lacking evidence when venous occlusion occurs.
This study aimed to verify if the expression of VEGF when an occlusion occurs at venous
level is the same or different from that caused at the arterial level. Two groups of rats were
randomized by infra-renal aortic occlusion or inferior vena cava occlusion. VEGF was
measured by counting the immunohistochemistry method marked cells at the omentum level.
It was demonstrated that the VEGF expression is the same in the venous group obstruction as
the arterial obstruction group.

Keywords: Circulatory system; growth factors; vascular endothelial growth factor, arterial
occlusion; venous occlusion; angiogenesis; arteriogenesis; venogenesis; collateral circulation;
immunohistochemistry; vascular density; cellular density.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Justificativa para o sistema circulatério em organismos pluricelulares complexos

O sistema circulatorio existe para permitir que substincias quimicas cheguem e
saiam das células de um organismo pluricelular complexo de modo eficiente para manté-lo
vivo. Sem um sistema circulatorio, a difusdo de uma tnica molécula de oxigénio, seguindo o
gradiente de concentracdo quimica, leva 100 anos para mover-se da cabeca aos pés de um
homem e um cilindro de tecido com 1 centimetro de didmetro, mergulhado num meio de
oxigénio puro, leva trés horas para ficar 90% saturado. Em meios como estes, organismos
mais complexos nao podem sobreviver. A difusdo de oxigénio através de um intersticio nao
vascularizado, pela auséncia da renovacao rapida desse gas e pela maior distancia a percorrer,
faz com que o gradiente para difusdo seja muito pequeno. Por outro lado, a interposicao de
um sistema de tubos condutores e permeaveis (como os capilares), transportando oxigénio em
altas concentracdes, a0 mesmo tempo que renova o meio com esse gas, diminui a distancia
para este atingir as células (1). As exigéncias evolutivas determinaram, entdo, que surgisse o
sistema circulatério a medida que mais e mais células, distantes umas das outras, passam a
necessitar constantemente da chegada de nutrientes e da saida de catabdlitos a cada periodo de

tempo.

Natureza “circular” do sistema circulatorio e sua estrutura

Para ser possivel a chegada e a saida de substancias, é necessario que o meio fluido
que serve de veiculo para as mesmas, execute um caminho circular de chegada e saida do seu
destino final. Isso evita que seja necessario a recriagdo do proprio fluido a cada passagem. E
necessaria, apenas, a renovagdo da composicdo do mesmo de acordo com a exigéncia
metabolica. Este caminho circular, ou circulatério, se faz dentro de um sistema de condutos
que compdem o sistema juntamente com a bomba aspirante e propulsora (o coragdo). O
conjunto de vasos que leva o fluido com os nutrientes as células compdem o sistema arterial e
o que retira o fluido com os residuos do catabolismo compde o sistema venoso.
Estruturalmente, para permitir uma diminui¢do da velocidade do fluxo e uma diminui¢do da
pressao de perfusdo, benéficas para a difusdo das substancias, as artérias se ramificam em
condutos cada vez menores até chegar aos capilares. Apds, ocorre a situagdo inversa, onde as
veias vao progressivamente se reunindo em condutos maiores até formarem os maiores vasos

que retornam ao coracdo. Cada segmento do sistema circulatério apresenta vasos com
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caracteristicas histologicas e funcionais peculiares (2)(3) conforme as figuras 1 e 2. A parede
dos vasos € composta por células endoteliais e células murais que estdo embebidas na matriz
extracelular. A origem, numero, tipo e organizacdo das células murais, a composi¢do da matriz
extracelular associada e a conexdo entre o sistema vascular € o sistema nervoso dependem da
localizagdo do vaso e da sua fun¢do. A maturagdo completa da rede vascular formada por
vasculogénese ¢ angiogenese deve ocorrer tanto a nivel de parede quanto a nivel de rede. A maturagdo
da parede envolve recrutamento de células murais, desenvolvimento da matriz extracelular e da Iamina
elastica e especializacdo oOrgdo-especifica das células endoteliais, células murais ¢ da matriz
extracelular (jungdes interendoteliais, fenestragdes, polaridade apico-basal e receptores de superficie).
A maturagdo da rede envolve otimizagdo dos padrdes de brotamento, expansdo, estabilizacdo,
podamento, remodelamento e especializagdo para atingir as demandas locais (figura 3, figura 4 e

figura 5) (4). A natureza circular do sistema esta representada na figura 6 (5).

Evidéncias de que o sistema circulatério tende a suplantar obstrugdes

A manutencdo da vida em animais pluricelulares complexos depende da integridade
anatomica ¢ funcional do sistema circulatorio. Situag¢des clinicas diarias nos dao evidéncias
claras de que, na situacdo de obstrugcdo de artérias ou veias, o organismo lanca mao de
mecanismos que visam a criacdo de desvios ao fluxo sanguineo, na tentativa de manter a
natureza circular do sistema. Assim, na obstrucdo de artérias coronarias ¢ de artérias
periféricas, situacdes de alta morbimortalidade, observamos o incremento da circulagdo
colateral na vizinhanga do setor obstruido e o surgimento de novos vasos capilares no interior
dos tecidos isquémicos e hipoxicos (6)(7). Do mesmo modo, na obstru¢ao do sistema venoso
periférico, do sistema venoso portal, do sistema venoso pulmonar e das veias da retina
observamos o surgimento de circulagdo colateral (8)(9)(10)(11)(12). Além disso, no sistema
venoso, ocorre uma tentativa vigorosa de recanalizag¢do intraluminal do segmento obstruido

por trombose além da tentativa de desvio por circulagdo colateral (13)(14).

Processos envolvidos na formacao de vasos sanguineos e na ativac¢ao da circulacéo
colateral
Subjacente a estas tentativas de desvio “natural” do fluxo sanguineo em torno de
segmentos obstruidos, e da criagdo de novos vasos sanguineos, existem varios mecanismos
que caracterizam a arteriogénese, a angiogénese e¢ a venogénese. Os dois primeiros

(arteriogénese e angiogénese), devido ao maior impacto sobre a morbimortalidade, sdo



11

extensamente estudados. Sobre o ultimo (venogénese), a literatura ¢ mais restrita em termos
dos mecanismos envolvidos apesar de extensa nos relatos de situagdes clinicas onde ocorrem.
A formacdo do sistema vascular ¢ modulada por trés processos basicos (15). As
figuras 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 ilustram estes processos
(16)(17)(18)(19)(20)(22). Durante a embriogénese, ocorre a diferenciacdo das células
embrionarias mesenquimais (angioblastos ou células precursoras) em células endoteliais
resultando na formacgao, pela primeira vez, de vasos sanguineos. Este processo ¢ chamado de
vasculogénese. A partir destes vasos, outros novos vasos se formam por brotamento ou por
subdivisdo intravascular (intussuscepcao) (17)(21). Este processo ¢ chamado de angiogénese
e ocorre tanto na vida adulta como na vida embrionaria. Apés formados, estes novos vasos se
transformam em vasos maduros pelos processos de remodelamento e podamento. O terceiro
processo, arteriogénese, também ocorre em vasos pré-existentes e consiste na proliferacao e

remodelamento da circulagdo colateral quiescente e ndo utilizada até aquele momento.

Mecanismos envolvidos e seus protagonistas

O processo de angiogénese ocorre em uma sucessao de fases caracterizadas por uma
complexa interagdo entre células, fatores de crescimento e citoquinas que determinam o
surgimento de uma rede de capilares a partir de um tUnico vaso capilar. O quadro 1 (15)
sintetiza os eventos chaves da angiogénese. Os elementos celulares envolvidos sdo a célula
endotelial, as células musculares lisas, os pericitos, os fibroblastos, os monocitos, as células
endoteliais progenitoras circulantes e as plaquetas. Os principais fatores de crescimento e
citoquinas envolvidas sdo o vascular endothelial growth factor (VEGF), os fibroblastics
growth factors 1 e 2 (FGF 1 e 2), o placenta growth factor (PGF), as angiopoietins 1 e 2
(Angl e 2) e as neuropilins-1 e 2 (Neu-1 e 2), o platelet derived growth factor (PDGF), tumor
necrosis growth factor 4, o transforming growth factor (TGF) e o insulin-like growth factor |
(ILGF-1), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), early growth
response protein-1 (EGRP-1), monocyte chemoattractant proteins-1, 2 e 3 (MCP), o tumor
necrosis factor alfa (TNF), interleukin-1 (IL-1), leptin, extracellular matrix proteins, hypoxia-
inducible factor-1 (HIF) ¢ a Akt/protein kinase B dentre outros (23)(24)(25). Exercem
também um importante papel o 6xido nitrico e substancias que atuam como receptores
(selectins, ICAM-1, VCAM-1) para as células envolvidas, para varias proteinas extracelulares
e para os fatores de crescimento (26). Podemos dizer que a angiogénese resulta de um balango
entre atividadores e inibidores do processo e da integragdao entre as células envolvidas ¢ a

matriz extracelular. No quadro 2 estdo citados as diversas moléculas envolvidas na ativagao e
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na inibicdo da angiogénese (27). Nos quadros 3, 4 ¢ 5 estdo citadas as diversas interacdes

existentes entre os protagonistas da formacao dos vasos sanguineos.

Fase

Ativagdo das células endoteliais e dos pericitos

Degradacdo da membrana basal

Migracao das células endoteliais

Proliferacdo das células endoteliais

Diferenciagao das células endoteliais

Reconstituigdo da membrana basal

Maturagdo da vasculatura e estabilizagdo

Evento

Modificagdes morfologicas nas células endoteliais para proliferacdo
e secrecdo, vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade vascular
¢ acumulo de fibrina extravascular

Estimulo angiogénico resulta em degradagao proteolitica da
membrana basal

Fatores quimiotaticos produzidos por fibroblastos, monocitos e
plaquetas induzem a migracao endotelial e o brotamento capilar

Fatores mitogénicos produzidos localmente induzem a sintese de
DNA pelas células endoteliais e mitoses celulares

Proliferacao das células endoteliais diminui e o contato entre as
células se reestabelece; brotos capilares desenvolvem limen

Maturagdo dos vasos ¢ obtida pela reconstituicdo da membrana
basal sintetizada pelas células endoteliais e pelos pericitos

Remodelamento dos capilares por estabiliza¢do e regressao

Quadro 1:Principais eventos na angiogénese.
Segundo Felmeden DC, Blann AD, Lip GYH. European Heart Journal 2003.

Ativadores
Angiogenin
Angiopoietin-1
AC133
Chemokines
Del-1
B-estradiol
Ephrins
FGF — ab
Follistatin
HGF
1d1/1d3
Integrins aVb3, aVb5, a5bl
IL8
Leptin
MCP-1
MMPs
NOS
PLGF
PDGF-BB
Pleiotrophin (PTN)
Platelet derived endothelial cell
growth factor (PD-ECGF)
PIGF
Proliferin
TGF — ab
TNF —a
VE cadherin
VEGF

Inibidores

Angiostatina (fragmento do plasminogénio)
Anti-angiogenic anti-trombin II1

Canstatin

Cartilage derived inhibitor (CDI)
CD59 complement fragment
Endostatin (collagen XII fragment)
Fibronectin fragment

Fragment of SPARC

Heparinases

HCG

IFN — abg

Interferon inducible protein (IP — 10)
IL 4,1L 12,1L18

2 — methoxyestradiol

Maspin

Kringle — 5 (plasminogen fragment)
Osteopontin fragment

Placental ribonuclease inhibitor
Plasminogen activator inhibitor
PEDF (pigment epithelium derived growth
factor)

PF4

Prolactin 16 kDa fragment
Retinoids

TSP -1

Vasculostatin
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Quadro 2: Fatores regulatorios da angiogénese.

Segundo Gupta K, Zhang J. Postgraduate Medical Journal, 2005. Promotores e inibidores da angiogénese
ocorrem naturalmente. AC 133, marcador das células troncos hematopoiéticas; Del-1, develepmentally regulated
endothelial locus 1; FGF, fibroblast growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; IL8, interleukin 8; MCP-1,
macrophage chemoattractant protein; MMPs, matrix metalloproteinases;NOS, nitric oxide synthase; PLG,
placental growth factor;PDGF-BB, platelet derived growth factor BB; HCG, human chorionic gonadotrophin;
IFN, interferon; TGF, trnasforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; VE cadherin, vascular endothelial
cadherin; VEGF, vascular endothelial growth factor; PF4, platelet factor 4; TSP-1, thrombospondin 1.

Ligante/receptor (tipo celular)
VEGF/VEGFR1,2 (endotélio)

VEGF 164/VEGFR2 e NRP1 (endotélio)
VEGF C/VEGFR3 ¢ NRP2
VEGF/PKR1,2 (endotélio)
Via da Notch (endotélio, células murais)

EphrinB2/EphB4 (endotélio)

PDGF B/PDGFR B (endotélio, células murais)
S1P1/EDGI (endotélio, células murais)
Angl/Tie2 (endotélio)

Ang?2/Tie2 (endotélio)
Angl/Tiel,2 (endotélio)

TGF B1/TGF BRII (endotélio, células murais)

TGF B1/ALKI1 (endotélio)
TGF B1/ALKS (endotélio)
TGF B1/ALKI1 e endoglina (endotélio)

Via da Syk/SLP76

Funcéo

Aumenta atividade das proteases para organiza¢do da matriz extracelular;

Gera matriz extracelular proviséria por aumento da permeabilidade;

Aumenta atividade do PDGF B para recrutar células murais para estabilizagdo dos
Vasos;

Suprime apoptose para estabilizar vasos;

Induz a especializagdo das células endoteliais (ex: fenestragdes)

Promove crescimento arterial
Orienta o desenvolvimento dos linfaticos
Induz especializagdo do endotélio em 6rgéos enddcrino (ex: fenestragdes);

Determina a diferenciagao das células progenitoras (endotelial x mural);
Estabelece a diferenciacdo vascular (artéria x veia em “upstream” a sinaliza¢do
das ephrins)

Determina a especializa¢@o arterial ou venosa para o endotélio;
guia a ramifica¢@o dos vasos

Promove proliferagdo, migracao e recrutamento das células murais
Promove o recrutamento de células murais (dowstream a sinalizagdo do PDGF B)

Estabiliza o vaso por facilitar a interagdo entre o endotélio e as células murais e o
endotélio e a matriz extracelular.;

suprime a apoptose das células endoteliais; induz o arranjamento hierarquico dos
ramos na auséncia das células murais

Induz a apoptose das células endoteliais na auséncia do VEGF;
determina o padrao dos vasos linfaticos

Coordena a polaridade vascular

Promove a produg@o de matriz extracelular e proteases;
promove a diferenciagdo de fibroblastos a miofibroblastos e a células murais
através do fator de resposta sorologico

Regula a proliferagdo e a migragdo das células endoteliais (fase de ativa¢ao)
Regula a maturagdo dos vasos (fase de resoluco)

Promove a especializagdo das artérias e das veias através da sinalizagdo
envolvendo Notch e ephrins

Separa vasos linfaticos dos vasos sanguineos

Quadro 3:Ligantes e receptores que determinam a maturacdo da parede do vaso e da rede

vascular.

Segundo Jain RK. Nature Medicine 2003.

Moléculas (tipo celular)
VE-cadherin (endotélio)
N-cadherin (endotélio, célula mural)

Connexins (endotélio, células murais)

Occludins e claudins
CD148 (endotélio)

Funcéo
Forma a junc¢do endotélio-endotélio

Facilita a juncdo endotelial e a comunicagdo com as células

murais

Facilita a juncdo endotelial e a comunicagdo com as células

murais
Forma as jungdes espessas no cérebro e capilares retinianos

Regula a interagdo entre as células endoteliais e as células

murais.

Quadro 4:Moléculas que governam a interacao célula-célula.

Segundo Jain RK. Nature Medicine 2003.
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Moléculas (tipo celular) Funcéo
a5B1, alB1, a2B1, aVB3, aVBS5 (endotélio) Suprime a apoptose das células endoteliais
Proteases (endotélio, células murais) Padronizagdo vascular pel liberagdo de fatores de crescimento

Clivagem das moléculas da matriz extracelular (como o
colageno XVIII a endostatina), proteinas plasmaticas (como o
plasminogénio a endostatina) e proteases moleculares (como as
MMP2 a PEX); produtos da clivagem causam apoptose

Inibidor de proteases Estabiliza os vasos por prevenir a dissolu¢do da matriz
Quadro 5:Moléculas que governam a interagdo entre as células e a matriz extracelular.
Segundo Jain RK. Nature Medicine 2003.

Resumidamente, podemos dizer que a angiogénese desenvolve-se do seguinte modo.
Num primeiro momento ocorre um aumento da permeabilidade endotelial mediado por 6xido
nitrico. Segue-se um extravasamento de proteinas para o tecido adjacente seguido da ativacao
das células endoteliais progenitoras no capilar. A seguir, proteases desmancham a membrana
basal e os tecidos circunjacentes. Isto permite que as células endoteliais migrem para o
parénquima tecidual para proliferarem. Apoés isto, as mesmas adquirem uma conformacao
espacial apropriada para formar a luz do novo capilar. Neste momento, pericitos sao
recrutados para promover a criacdo de uma nova membrana basal. Apds,ocorre a maturacao e
estabilizacdo destes novos vasos capilares com anastomoses entre os mesmos (18)(19)(21). A
sequéncia temporal destes processos esta ilustrada nas figuras 17 e 18 onde vemos que os
fatores de crescimento sdo expressados ja nas primerias horas do processo (28)(29). O
processo de arteriogénese, mesmo tendo similaridades com o da angiogénese, apresenta
algumas significativas diferengas (20)(30).

Ambas sdo formas de crescimento vascular para reduzir a isquemia tecidual, porém,
devido as leis fisicas da mecénica dos fluidos somente a arteriogénese pode produzir uma
resposta , em termos de fluxo sanguineo, capaz de equivaler-se ao déficit causado por uma
obstrucdo de artéria de grande calibre. Angiogénese e arteriogénese sao iniciados por distintos
gatilhos. Em tecidos isquémicos, o crescimento de capilares ¢ iniciado como reagao a hipdxia.
A tensdo de oxigénio exerce um papel chave na expressdo de varios genes incluindo os da
familia do VEGF. Num ambiente de hipoxia, surge um fator de transcricdo que atua como
mediador das reagdes no tecido (31). E o Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) que se liga a
regides especificas do gene que expressa o VEGF fazendo com que haja um aumento da
transcri¢ao deste (figura 19). O VEGF é um potente agente mitogénico que inicia 0 processo
de angiogénese aumentando a proliferacdo celular. Sob estas condi¢des de hipoxia outros

fatores de crescimento também tem sua expressdo génica aumentada e atuam como co-
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reguladores do processo. Sdo eles o Transforming Growth Factor (TGF), o Fibroblast
Growth Factor (FGF) ¢ o Platelet Derivated Growth Factor (PDGF) que também
determinam um aumento da expressdo do VEGF. Por outro lado, a arteriogénese pode ser
induzida independentemente da presenga de hipdxia.

Quando ocorre a oclusdo de uma artéria, o local onde os vasos colaterais crescem ¢é
mais proximal a regido onde ocorre a hipdxia, como demonstrado no modelo animal (30) de
oclusdo de artéria periférica. Isto ndo afasta, todavia, que em outros 6rgaos, como o coragao
por exemplo, onde o local da hipoxia tecidual gerada e o local da obstrucdo arterial sdo muito
mais proximos que num membro, que o desenvolvimento da circulagdo colateral sofra
influéncia maior do estimulo hipoxico. O principal fator desencadeante da arteriogénese, no
entanto, ¢ mecanico e ndo quimico. A oclusdo de uma artéria determina a diminui¢do da
pressdo na vasculatura distal criando um gradiente de pressdo que favorece o fluxo através de
colaterais pré-existentes (figuras 13, 15, 16 e 20) (32). Esta alteracdo fisica do fluxo
sanguineo, caracterizada como altera¢do do ““fluid shear stress” determina, entdo, uma série
de processos quimicos nas células, similares aos que ocorrem na angiogénese, que levam a
invasdo por monocitos e digestdo da matriz extracelular, migrag¢do e proliferacdo de células
musculares lisas e alargamento dos vasos sob a influéncia do stress circunferencial da parede
do vaso e dos fatores de crescimento (figura 21) (31). O aumento do raio do vaso e da
espessura da parede restauram o ““fluid shear stress” e o stress circunferencial da parede do
vaso cessando o estimulo para o crescimento da circulagdo colateral. A integracdo entre as
forcas mecanicas e as respostas quimicas ocorre devido a moléculas chamadas integrinas que
estdo na superficie endotelial e conectam estas células ao compartimento extracelular da
parede vascular funcionando como sensores as alteragdes do “fluid shear stress”. Receptores
tipo tirosina-quinase e canais i6nicos também tem um papel nesta capacidade de sentir as
alteracdes mecanicas da parede. A comunicagdo com o nucleo da célula ¢ feita pelo
citoesqueleto. No ntcleo da célula ocorre a expressdo génica, controlada pelos ““shear stress
responsive elements™, para a quimioatracao, ativagao de citoquinas ¢ produgdo de moléculas
de adesdo. Monocitos sdo recrutados pela MCP-1 e seletinas e moléculas de adesdo
intercelular sdo expressadas (ICAM-1 e VCAM-1). Estas moléculas tem sua producao
estimulada pelos fatores de crescimento. Os mondcitos (e seu sucessor, 0 macrofago) exercem
um papel central na indugdo da proliferacio de células e no remodelamento da parede
vascular. Isto é feito através das matrix-metalloproteinases que degradam as estruturas
extracelulares durante sua migragdo pela parede vascular. Apds, devido ao estimulo

provocado pelos fragmentos de elastina oriundos da clivagem da lamina eléstica, ocorre a
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proliferacao e migracao de células musculares lisas. A liberacdo de fatores de crescimento
como o FGF-2 por macrofagos também promove a proliferacao celular dentro da parede do
vaso (figura 21). Acredita-se que os linfocitos T também contribuem para arteriogénese ao
liberarem citoquinas quimioatratoras e darem suporte para o recrutamento dos monocitos
(30). Além disso, especula-se que as células progenitoras de endotélio circulantes e células
tronco da medula 6ssea também se incorporem aos vasos em crescimento como componentes
do endotélio ou das camadas musculares lisas e tenham um papel no remodelamento da
parede vascular (figura 24) (32)(33)(34)(35)(36).

Dentro do que foi discutido até aqui ressaltamos que a arteriogénese representa o
mecanismo adaptativo mais eficiente contra a isquemia dos membros e de 6rgdos como o
coracdo e o cérebro devido a sua capacidade de permitir um fluxo sanguineo maior. O
aumento do nimero de capilares resultante da angiogénese ¢ incapaz de manter um fluxo da
mesma magnitude. Outro aspecto importante a ser salientado ¢ a importancia da hipoxia no
desenvolvimento da angiogénese e da inflamagdo no desenvolvimento da arteriogénese. Por
outro lado, angiogénese e arteriogénese apresentam em comum a influéncia dos fatores de
crescimento. Enquanto a angiogénese pode ser largamente explicada pela acdo do VEGF a
arteriogénese parece sofrer também a acdo de varios outros fatores de crescimento atuando de

forma orquestrada (figura 25) (37).

Sinalizacéo a nivel celular e molecular

A sinalizagdo a nivel celular e molecular destes processos se desenvolve do seguinte
modo (figuras 22 e 23) (38). Nos tecidos, o acaimulo de HIF-1 nas células hipoxicas leva a um
aumento da expressdo de VEGF, do seu receptor Flt-1 (VEGF-R1) e da inducible nitric oxide
synthase (iNOS). O aumento persistente nos niveis de VEGF induz a expressdao de outro
receptor Flk-1 (VEGFR-2) e da constitutive nitric oxide synthase (eNOS). Isto resulta em
significativo aumento na atividade da cascata de sinalizagdo do VEGF dependente de 6xido
nitrico. Enquanto o mecanismo da cascata de sinalizagdo do VEGF-NO ndo ¢ inteiramente
estabelecido pode haver uma diminui¢ao na atividade da PKC mediada pelo NO. Ao mesmo
tempo, a hipoxia tecidual tem relativamente menor efeito na cascata de sinalizagdo do FGF.
Nao ha significativa mudanga na expressio do FGF ¢ dos seus receptores (FGF Rs e
syndecan-4). Um efeito menor ¢ o aumento do nimero de sitios de ligagdo entre FGF ¢ o
sulfato de heparan. Isto ocorre secundariamente a inducdo da expressdo de enzimas
responsaveis pela sintese destes sitios e resulta num aumento da sensibilidade das células

endoteliais a hipoxia. Durante a arteriog€nese, a nivel tecidual, a sequéncia de eventos ¢
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diferente. As células circulantes que se acumulam no local onde ocorreu a alteragdo do ““fluid
shear stress™, principalmente os mondcitos, produzem um aumento na expressdo de FGF,
receptores de FGF, PDGF e syndecan-4 determinando uma profunda ativagao nesta cascata
de sinalizagdo. Os mondcitos também secretam VEGF e fatores capazes de aumentar a
indugdo da expressdo deste como a proline/arginine-rich peptide PR39, determinando,
embora em escala mais reduzida, a estimulacdo da cascata do VEGF. A nivel das células
endoteliais, durante ambos processos de formagdo de vasos sanguineos, ocorre uma completa
interacao de sinais envolvendo os fatores de crescimento ¢ as interagdes célula-célula e célula-
matriz. De modo geral, muitos, se ndo todos, fatores de crescimento atuam via receptores
tyrosine kinase. Estes, por sua vez, ativam as vias de sinaliza¢do intracelulares habituais como
a MAPK e a phosphoinositol-3-kinase (PI3K) dentre outras. Utilizando o VEGF 165 como
exemplo, vemos que este fator de crescimento liga-se aos seus receptores VEGF-R1 e R2 e ao
seu co-receptor (que facilita a ligagdo com o primeiro) neuropilin-1. O FGF, por sua vez,
liga-se aos seus receptores FGF-R1 e R2 e ao seu co-receptor syndecan-4. Estas ligagdes de
ambos fatores de crescimento aos seus receptores sdo dependente de integrinas. Ambos
fatores de crescimento ativam a cascata do Erk-1/2 através da via regular do Grb2-SOS-Ras.
Ao mesmo tempo, o VEGF ativa duas outras vias. A primeira ¢ a da phosphoinositol-3-kinase
que, por sua vez, ativa a via da Akt-1. A ativagdo desta estimula a produgdo de NO via eNOS e
inibe a apoptose. A segunda ¢ a ativacdo da via da Src que exerce um papel na ativagcdo da
PI3K e na ativacao da FAK integrina dependente. A ativagdo da Src exerce um papel chave na
cascata do VEGF desde que ele ¢ rapidamente bloqueado pela inibi¢do da Src atividade. O
papel da Fak ¢ menos claro mas ela aparentemente provoca uma ativag¢do adicional da via da
MAPK. O FGF, em adi¢ao a ativagdo da via da Erk-1/2, também sinaliza pela via da
syndecan-4 a qual, por sua vez, ativa no final a PKC. Concluindo, podemos dizer que o VEGF
165 e o FGF possuem uma via especifica (onde recebem influéncias de integrinas) e uma via
comum (da MAPK) de sinalizagdo, e que a inibicdo de alguma das vias especificas leva a

inibi¢ao da sinaliza¢ao do fator de crescimento relacionado.

Venogénese e recanalizacdo de trombo venoso
O termo venogénese ¢ muito pouco utilizado na literatura para descrever o
surgimento de novas veias durante os processos de neovascularizagdo. Quando ocorre a
trombose de uma veia profunda no membro inferior determinando a obstru¢do do fluxo
sanguineo, uma situa¢do muito comum na pratica clinica diaria, sdo desencadeados dois

processos: o de abertura de colaterais venosas para suplantar a obstru¢do e o de recanalizagao
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intraluminal do trombo obstrutivo (39). Clinicamente estes pacientes podem apresentar
seqlielas relacionadas a disfuncao das valvulas venosas e ao refluxo caracteristicos da
sindrome pos-trombotica. Por outro lado, se ocorre a ligadura irreversivel de uma veia, como
demonstrado no caso da veia femoral superficial, havendo uma circulagdo colateral pela veia
safena magna integra e auséncia de refluxo nas veias vizinhas, a maioria dos pacientes
apresenta pouca, ou mesmo nenhuma, manifestacdo clinica (dor, edema ou ulcera) (40).
Apesar de se demonstrar resisténcia elevada e fixa ao fluxo nos vasos colaterais e diminui¢ao
no fluxo de escoamento em pacientes com obstru¢do venosa ileofemoral cronica durante o
exercicio (claudicagdo venosa) (41) evidenciou-se que a circulagdo colateral ¢ capaz de
manter o fluxo de drenagem adequado no repouso o que salienta a existéncia de circulagao
colateral venosa bem desenvolvida. A despeito destes trabalhos evidenciando a presenga da
circulagdo colateral venosa nos membros inferiores e de outros evidenciando que situagdo
semelhante ocorre nos vasos esplancnicos, pulmonares e retinianos
(8)(9)(10)(11)(12)(13)(14), o resultado da pesquisa na base de dados da Pubmed sobre os
mecanismos envolvidos nesta colateralizacdo ¢ muito escasso. Na trombose aguda da veia
porta pode-se observar que em poucos dias surge o chamado “resgate venoso” onde novos
vasos disseminam-se ao redor da via biliar e da vesicula aumentando progressivamente de
tamanho e assumindo forma serpentiginosa (transformacao cavernomatosa). Apesar de serem
descritos como novos vasos, 0 mecanismo subjacente a sua formacao nao ¢ discutido (42). Na
hipertensdo no sistema venoso portal foram implicadas varias substancias vasoativas como
mediadoras do processo (quadro 6) e evidenciado que as veias colaterais parecem ser
sensiveis ao Oxido nitrico, a endotelina e a angiopoietina. No inicio da colateralizagdo o
mecanismo ¢ o recrutamento de canais pré-formados (43). As alteragdes patoldgicas
observadas na vasculopatia da hipertensdo portal incluem o remodelamento das veias
viscerais arterializadas, injuria da camada intima destas veias e destruicdo das estruturas
contrateis da parede dos vasos viscerais. Os mecanismos desta vasculopatia sdao atribuidos a
mudang¢as hemodinamicas no sistema venoso portal, a respostas imunologicamente mediadas,
a modulagdo génica, a presenca de substancias vasoativas e a resisténcia intrahepatica ao
fluxo sanguineo (44). As altera¢des na hemodinamica do sistema portal sdo explicadas pelo
aumento da resisténcia ao fluxo originado pela hiperplasia intimal, irregularidades da parede
vascular, diminui¢do na elasticidade e na contratilidade que levam a trombose mural e
estreitamento ou oclusdo dos vasos. Além desta diminui¢ao do raio da luz dos vasos, estes
também ficam tortuosos e aumentados de comprimento, o que, também pela lei de Poiseuille,

aumenta a resisténcia ao fluxo. No desenvolvimento da vasculopatia portal ha mecanismos
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celulares e moleculares envolvendo as células endoteliais € musculares lisas, citoquinas,
fatores de crescimento, mediadores inflamatorios, e expressao de moléculas de adesdo, de
modo similar ao que acontece na arteriogénese, porém com efeitos mais marcados na
migracdo e proliferagdo de céluas musculares lisas na regido subintimal e produgdo de
grandes quantidades de matrix extracelular que se depositam na parede dos vasos ¢ levam ao
espessamento dos mesmos. A regulagdao génica também ocorre de modo a estimular estes
mecanismos. O outro processo que se desenvolve apds a obstrugdo do fluxo venoso por
trombose ¢ o de recanaliza¢do. Este, ao contrario do processo de desenvolvimento de
colaterais, apresenta mecanismos melhores estudados. O trombo venoso costuma recanalizar
através de um processo similar ao da formacao do tecido de granulagdo no reparo de feridas.
Neutréfilos, mondcitos e células endoteliais entram no trombo para organiza-lo. No estdgio
inicial desta organizacdo,o trombo retrai-se para longe da parede da veia. Isto leva ao
surgimento de bolsdes que vao aumentando de tamanho e sendo recobertos por endotélio.
Estes bolsdes coalescem formando canais que permitem o reestabelecimento do fluxo
sanguineo através e ao redor do trombo. Novos vasos também aparecem dentro do corpo do
trombo e contribuem para a restauracdo de um limen patente. Estes acontecimentos estao
associados com um aumento local da expressdo do VEGF, do FGF ¢ de outros fatores (figura
26) (45). Além disso, células progenitoras endoteliais da medula 6ssea, que também atuam na
neovascularizagdo arterial, sdo mobilizadas até o trombo para atuar na resolu¢do do mesmo. A
recanalizagdo seria realizada por células endoteliais derivadas da ““vena venorum” da parede
do vaso estimulada por VEGF, FGF MCP-1 produzidas por macréfagos originados da
transdiferenciagao de céluas progenitoras da medula dssea (46). A recanalizagdo do trombo
envolve, entdo uma interacdo entre 0 mesmo e a parede do vaso. Nesta interface ocorre o
remodelamento da parede do vaso a partir do processo inflamatorio que envolve a expressao
de genes estimulantes de coldgeno e MMP (47). A demonstragdo da presenga do VEGF nos
tecidos circunjacentes a trombose venosa foi feita no tecido nervoso apos oclusao de veia
cerebral e no humor aquoso apods oclusdo de ramo da veia central da retina. Também
encontra-se o VEGF presente no liquido extraido de feridas operatérias e no liquido
intraperitoneal pos-dialise, situagcdes que cursam sem a oclusdo de vasos sanguineos de maior
porte, mas que se relacionam com os mecanismos envolvidos no processo de reparacao de
feridas (48)(49)(50)(51).

Através desta discussdo podemos observar que os mecanismos envolvidos na
formag¢ao de novos vasos e na formacdo de colaterais estdo relacionados com processos

hemodinamicos e processos inflamatdrios. Substancias como fatores de crescimento, dentre
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os quais o VEGF, e citoquinas sdo encontradas atuando tanto nas artérias quanto nas veias.
Podemos dizer que a formagao de vasos colaterais ocorre quando artérias e quando veias sao
obstruidas. Por outro lado, a recanalizagdo de trombos intravasculares ¢ um processo que

tende a ocorrer, por razdes ainda ndo esclarecidas, mais nas veias do que nas artérias (52).

Vasodilatadores Vasoconstritores
Glucagon Norepinefrina
Prostaciclina Serotonina
Substancia P Endotelina

Fator Natriurético Atrial Angiotensinall
Acidos Biliares Vasopressina
Histamina

Peptideolntestinal Vasoativo

AcidoGama-Aminobutirico

Leu e Meta-Encefalinas

Endotoxina

Fator de Necrose Tumoral alfa

Oxido Nitrico
Quadro 6: Mediadores vasoativos na hipertensao portal.
Segundo Paquet KJ. Med Sci Monit 2000.

Fator Atividade pro-angiogénica
Vascular Endothelial Growth Factor Aumenta a quimiotaxia das células endoteliais
(VEGF)

Aumenta a mitogénese das
células endoteliais

Mobiliza células endoteliais progenitoras
Fibroblast Growth Factor b (bFGF) Aumenta a mitogénese das células endoteliais

Aumenta a migracdo das células endoteliais

Aumenta a aVb3 integrinas
Monocyte Chemioatractor Factor 1 (MCP  Aumenta a quimiotaxia das células endoteliais
1)

Aumento o brotamento de capilares
Interleucina 8 (IL8) Aumenta a quimiotaxia das células endoteliais

Aumenta a mitogénese das células endoteliais

Matrix Metalloproteinases 2 ¢ 9 Aumenta a migragdo das células endoteliais
(MMP 2 ¢ 9)
Quadro 7:Fatores pro-angiogénicos que sdo expressados dentro do trombo venoso em
resolucao.

Segundo Modarai B, Burnand KG, Humphries J, Waltham M, Smith A. Thromb Haemost 2005.

Familia do vascular endothelial growth factor (vegf) e seus receptores
Os VEGFs compdem uma familia de polipeptideos com multiplas fungdes
implicadas na angiogénese, na linfangiogénese e no aumento da permeabilidade capilar ao

atuarem sobre receptores especificos nas superficies celulares. A familia VEGF consiste
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atualmente de 5 membros que tem seus efeitos mediados por 3 receptores tipo tirosina-
quinase (quadro 8) O membro predominante desta familia ¢ o VEGF —A. Existem 4 isoformas
principais de VEGF-A com 121, 165, 189 e 206 aminoacidos resultantes da transcri¢ao
variada de éxons de um mesmo gene. O gene do VEGF-A localiza-se no cromossoma 6p21.3
e possui 8 éxons e 7 introns. A isoforma predominante ¢ o VEGF 165, isso é, com 165
aminoacidos na cadeia. O VEGF-A ¢ uma glicoproteina homodimérica de 45 kDa com duas
cadeias de diregdes opostas ligadas por pontes S-S entre as Cis-51 e a Cis-60. Tem estrutura
similar ao PDGF com oito cistinas nas cadeias A e B porém com grupo NH2 terminal mais
helicoide do que extendido. Todas as isoformas do VEGF-A tem no grupo amino terminal o
sinal peptidico que determina a capacidade de identificagdo pelos receptores Flt-1 ¢ Kdr. O
VEGF 121 ¢ um polipeptideo acidico com pouca afinidade pela heparina e que se difunde no
plasma facilmente. Os VEGF 189 e 206 sao bésicos, com maior afinidade pela heparina e, por
isso, ficam seqiiestrados na matriz extracelular. O VEGF 165, por ter propriedades
intermedidrias, permanece na matriz extracelular e ligado a superficie das células. As
isoformas do VEGF ligadas a matriz extracelular podem ser liberadas em uma forma difusivel
pela acdo da heparinase e da plasmina o que determina que a atividade proteolitica do
plasminogénio possa ter um papel regulatério local na biodisponibilidade do VEGF. Pela
propriedade de ligar-se a heparina (no heparin-binding domain) o VEGF 165 apresenta a
melhor biodisponibilidade e poténcia biologica (53). A figura 27 (54) demonstra o aspecto
molecular do VEGF e do seu receptor. A figura 28 demonstra como o VEGF atua na
orientacao da rede vascular que se forma através dos gradientes criados. Os efeitos do VEGF-
A nas células endoteliais durante a angiogénese sao mediados por dois receptores especificos
(da familia tirosina-quinase) a nivel de membrana: o VEGFR-1 e o VEGFR-2.
Estruturalmente estes receptores apresentam um dominio extra-celular com caracteristicas
immunoglobulin-like, um dominio intracelular comum aos receptores do tipo tirosina-quinase
(subdividido em dois segmentos) e um dominio transmembrana hidrofébico . Estes
receptores, também conhecidos como Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) ¢ Kinase-insert
domain containing receptor (KDR), sdo 33% idénticos em seu dominio extracelular e 80%
idénticos em seu kinase domain. O gene que codifica o Flt-1 esta no cromossoma 13q12 ¢ o
que codifica o KDR estd no cromossoma 4ql2. Apesar de todas as isoformas de VEGF-A
serem capazes de induzir angiogénese existem diferencas nas capacidades de ligacdo de cada
uma isoforma com os receptores. Como cada receptor estd implicado com um efeito
especifico ocorre uma variedade de situagcdes como exemplificado nos quadros 8 e 9

(15)(55)(56)(57). Em adi¢ao aos receptors VEGF-1 e VEGFR-2, as células endoteliais
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expressam neuropilin-1 (Neu-1) e neuropilin-2 (Neu-2) que ligam-se com baixa afinidade ao

VEGF 165. Como possuem um dominio intracelular muito curto ndo conseguem atuar de

modo independente sendo considerados como co-receptores para o VEGF-2. Os quadros 3, 4

e 5 citam as principais moléculas envolvidas na maturagdo vascular e nas relagdes das células

com a matriz extracelular.

Receptor
VEGFR-1 (Flt-1)

VEGFR-2 (KDR, Flk-1)

VEGFR-3 (Flt-4)

Neu-1

Neu-2

Ligante
VEGF-A 121
VEGF-A 165
VEGF-1
PIGF-1
PIGF-2
VEGF-A 121
VEGF-A 145
VEGF-A 165
VEGF-C
VEGF-D
VEGF-A 145
VEGF-A 165
VEGF-A 189
PIGF-2
VEGF-B 167
VEGF-A 165
PIGF-2
VEGF-A 165

Funcdes

Promove a migragao celular

Organizag@o dos vasos sanguineos
Expressdo génica de mondcitos e macrofagos

Mitogénese e diferenciacdo das células endoteliais
Promocao da migragao celular
Aumento da permeabilidade vascular

Remodelamento da vasculatura capilar primaria
Desenvolvimento cardiovascular embrionario
Regulacdo do crescimento e manutengao do sistema linfatico

Desenvolvimento do sistema cardiovascular

Organizagao das fibras de nervo periférico
Desenvolvimento da rede vascular

Quadro 8: Familia do VEGF: receptores, ligantes e fungdes.
Segundo Felmeden DC, Blann AD, Lip GYH. European Heart Journal 2003.

Gene afetado

VEGF-A Vasculogénese e angiogénese
VEGFR-1 Vasculogénese

VEGFR-2 Vasculogénese

VEGFR-3 Vasculogénese

Angl Angiogénese

Ang2 Maturidade

Tie-1 Maturidade

Tié-2 Angiogénese

Neu-1 Angiogénese

Estagio de desenvolvimento

Fendtipo que ocorre

Mal-formagdo da aorta dorsal Defeitos cardiacos ¢ do
brotamento vascular. Retardo na diferenciacdo das células
endoteliais

Desordem no acoplamento das células endoteliais levando a
vasos grandes e deformados

Células endoteliais indiferenciadas resultam em vasos andmalos
¢ falha na vasculogénese

Brotamento, organizagdo e remodelamento anormais

Falha na angiogénese do tubo neural. Deficiéncia no
remodelamento vascular e estruturagdo do coragdo

Deficiéncia na integridade da parede vascular levando a edema
¢ hemorragia.

Deficiéncia na integridade da parede vascular levando a edema
¢ hemorragia.

Deficiéncia no remodelamento vascular e estruturagdo do
coragdo. Falha na angiogénese do tubo neural.

Inadequado desenvolvimento da rede vascular.

Quadro 9: Defeitos embrionarios relacionados aos genes que controlam a angionese conforme

o estagio de desenvolvimento.

Segundo Felmeden DC, Blann AD, Lip GYH. European Heart Journal 2003.

Papel do tecido adiposo
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A fracdo vascular estromal representa uma populacdo de células heterogéneas,
incluindo as células endoteliais maduras da microvasculatura, que circundam os adipodcitos no
tecido gorduroso. Esta fracdo de células, além de originar os adipécitos, ¢ fonte irrestrita de
células pluripotentes como as hematopoiéticas e mesodérmicas que se diferenciam em células
sanguineas, osteogénicas, condrogénicas, miogéncias e até neurogénicas. Assim, as células
endoteliais e adipocitas, alem de terem a mesma célula progenitora, podem participar na
neovascularizagdo de tecidos isquémicos. Estudos mostram que a habilidade das células da
linhagem adiposa em diferenciarem-se em células endoteliais pode estar relacionada com o
fato dos vasos sanguineos existentes nos tecidos adiposos encontrarem-se num estado de
relativa imaturidade em comparacao com os vasos de outros tecidos. Esta maior plasticidade
da linhagem de células adiposas permite que, além de serem capazes de se diferenciar em
células adiposas ou em células endoteliais, as proprias células adiposas maduras possam se
de-diferenciar e reverter ao estado de célula progenitora com capacidade de originar células
endoteliais (figura 29) (58). Dentre os agentes promotores da angiogénese e inibidores da
apoptose secretados pelas células da linhagem vascular estromal do tecido adiposo estdo o
VEGF, o granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), hepatocyte growth
factor (HGF), basic fibroblast growht factor, o transforming growth factor (TGF) e a leptina.
A presenca de varios fatores de crescimento atuando de maneira sinérgica numa preparagao
retirada de tecido adiposo e liberada num tecido isquémico pode ter vantagens sobre a
liberagdo de um fator de crescimento isolado, visto que a angiogé€nese € um processo
complexo orquestrado por varios agentes (59)(60). Isto tudo pode explicar porque células
tronco derivadas de tecido adiposo, cultivadas in vitro e transplantadas em membros
isquémicos de animais promove angiogénese e recupera as lesdes musculares (61). Dentre os
tecidos gordurosos, o omento possui grande capacidade de produzir o VEGF (62) e ¢ utilizado
ha anos como opcdo terapéutica cirurgica para promover conexdes vasculares, aliviar a
isquemia, tratar infec¢des intratordcicas e reparacao de defeitos em tecidos moles
(63)(64)(65)(66)(67). Atualmente observa-se uma renovag¢ao das tentativas de utilizar o
omento para auxiliar na cirurgia de revascularizagdo miocardica (68)(69) baseadas na sua
biologia que envolve a presenca das células vasculares estromais e a produgdo de fatores de

crescimento.

Quantificacao da expressao do vegf por imunoistoquimica
Pelo exposto até aqui, o VEGF exerce um papel central na formagao de novos vasos

sanguineos por vasculogénese, angiogénese ¢ arteriogénese além da recanalizacao
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intraluminal de trombos venosos. Assim, a identificagdo do mesmo nos diversos tecidos pode
ser utilizada como marcador de angiogénese (70)(71). A identificagao de marcadores de vasos
sanguineos alcancou grande desenvolvimento no estudo de tumores, pois tem se demonstrado
que a agressividade destes esta associada a intensidade da angiogénese intratumoral (72).
Consequentemente, muito do conhecimento sobre a quantificagdo da angiogénese advém de
estudos oncologicos. O método quantitativo costumeiramente utilizado nestes estudos ¢ a
medida da microdensidade vascular que também pode ser usada para avaliacdo de tecidos nao
tumorais. Os vasos sdo marcados com anticorpos contra o endotélio e identificados por
métodos imunoistoquimicos. Os anticorpos mais comumente usados sdo contra o fator
Vlil/fator de von Willebrand, contra CD31 (molécula de adesdo endotélio-plaqueta 1,
PECAM-1), contra CD34 e contra lectin ulex europaeus agglutinin 1 (UEA 1). CD31 ¢ CD34
sdo os mais sensiveis e especificos anticorpos contra o endotélio preparado com parafina e,
por isso, sdo os mais usados. A determinacdo da microdensidade vascular ¢ muito util para
quantificagdo mesmo sendo um método estatico perante a angiogénese que ¢ um processo
dindmico. Além desta, o método apresenta algumas outras dificuldades. E laboriosa e
intrinsicamente subjetiva a medida que as areas do tecido a serem analisadas sdo escolhidas
pelo examinador. Além disso, as amostras dos tecidos a serem comparados devem ser
retiradas de segmentos anatdmicos similares, isso €, do mesmo local de biopsia, 0 que nem
sempre ¢ conseguido. Na tentativa de melhorar a representatividade das amostras, as areas
escolhidas para analise devem ser aquelas com uma maior concentragdo de marcadores (areas
chamadas como “hot spots”) localizaveis em campos de pequeno aumento (100 X). No caso
da andlise de neoplasias esta determinagdao se baseia no fato de que estas areas devem
representar o comportamento tumoral mais ativo (invasividade). A partir da identifica¢do das
areas “hot spots” faz-se a contagem das células marcadas pelo anticorpo em campos de maior
aumento (200 X ou mais). Habitualmente s3o considerados vasos sanguineos qualquer célula
ou agrupamento de células que ficam corados, independentes da presenca ou ndo de luz
vascular repletas de hemdcias (73)(74). O método de contagem pode variar. Uma célula
isolada ou um agrupamento de células (clusters) costumam ser considerados com “um ponto”.
Vasos com paredes maiores, mesmo que corados, costumam ndo ser contados por serem
considerados vasos antigos ¢ nao neo-formados (75). Os vasos podem ser contados e
apresentados como pontos por milimetro quadrado (76), por campo de visdo ou como pontos
percentuais dentre o total de células presentes (77) (78). Para facilitar a contagem pode ser
acopladas grades com areas pré-definidas que permitem o céalculo do nimero de pontos por

mm (como a contagem/escore de Chalkley) (79) ou algum outro método sistematico (75).
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Camaras fotograficas acopladas a softwares para edicdo e leitura das imagens podem ser
usados para facilitagdo e padronizacdo da contagem dos pontos (76)(72) (80) (81). Nao
obstante, ¢ importante ressaltar, que o VEGF identificado durante os processos de formagao
de novos vasos sanguineos ndo ¢ exclusivamente expressado pelas células endoteliais. Uma
série de outras células ¢ capaz de produzir o mesmo: monocitos (82) (83), macrofagos (84)
(85), mastdcitos (86), linfocitos (87) células do estroma adiposo (59) dentre outras (88) . Estas
células participam dos mecanismos envolvidos na formacdo de novos vasos. Desde modo,
durante a angiogénese, a arteriogénese e a venogénese, as células identificadas que expressam
o VEGF podem ser qualquer uma das acima citadas e ndo exclusivamente endoteliais como
ocorre quando se quantifica a angiogénese com os marcadores do fator VIII, do CD31 e do
CD34.

A imunoistoquimica se baseia na detec¢do de substincias teciduais por meio de
anticorpos (89)(91)(92). Estes anticorpos podem ser obtidos mediante a imunizacdo de
animais de laboratorio contra a proteina, o polissacarideo, o 4cido nucléico ou outro tipo de
molécula que se deseja detectar, em cujo caso as imunoglobulinas sdo produzidas por varios
clones de plasmocitos contra diferentes epitopos da molécula. Por este motivo, estes
anticorpos sd3o denominados policlonais. Outro método de produzir anticorpos consiste em
fundir células imortais de um plasmocitoma com linfocitos B de um rato sensibilizado contra
a substancia que se deseja detectar. As células B fundidas resultantes sdo conhecidas como
hibridomas. Como no laboratorio sdo isoladas colonias celulares (clones) nas fases iniciais,
cada uma delas proveniente de uma tunica célula, os anticorpos produzidos sdo denominados
monoclonais, Na imunoistoquimica, sobre um corte histoldgico, faz-se atuar uma solugdo com
a imunoglobulina (anticorpo) capaz de se unir especificamente ao componente do tecido que
se pretende demonstrar (o antigeno). Em seguida, a preparagdo ¢ lavada a fim de eliminar
desta todas as moléculas do anticorpo ndo ligadas ao seu antigeno. Obviamente, os anticorpos
que permanecem ligados ao antigeno nao sao visiveis por si mesmos. Para que isto ocorra, €
necessario empregar-se sistemas de visualizag¢do, habitualmente do tipo enzimatico, embora
também sejam utilizadas substancias fluorescentes ou elétron-densas para a microscopia
eletronica. No sistema de marcagdo direta se liga uma enzima, fluorocromo ou metal pesado
ao anticorpo. Este sistema ¢ de baixa sensibilidade e por isso tem uso restrito. No sistema de
marcacdo indireta de um passo aparece o conceito de anticorpo primario e secundario. O
primeiro ¢ dirigido contra a proteina que se deseja detectar e, o secundario, um anticorpo
contra o anticorpo primario, marcado enzimaticamente. Isto aumenta a sensibilidade do

método e facilita o trabalho uma vez que, para varios anticorpos primarios, se emprega o
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mesmo secundario (por exemplo: para todos os anticorpos primarios monoclonais produzidos
por hibridomas de rato pode-se utilizar um mesmo anticorpo secundario anti-imunoglobulinas
de rato, produzido imunizando-se um coelho ou uma cabra (figuras 30 e 31). O
desenvolvimento dos sistemas do tipo peroxidase-antiperoxidase permite um grande aumento
na sensibilidade do método. Nestes sistemas, depois de se incubar com o anticorpo primario,
emprega-se um anticorpo secundario em excesso que servird de ponte entre o primeiro € um
complexo da enzima peroxidase com o anticorpo antiperoxidase produzidos no mesmo animal
que o anticorpo primario para que o secunddrio possa agir como ponte. O sistema ABC se
baseia no uso das lecitinas (substancias de estrutura polissacaridea obtida de vegetais,
bactérias, leite e ovos) capazes de se ligar com extraordindria afinidade. Para emprega-los,
liga-se a biotina a anticorpos secundarios e depois incuba-se o tecido com um complexo de
avidina (mais recentemente streptavidina, produzida pelo estreptococos, mais especifica)
marcada com peroxidase. Esta ird se aderir de um modo especifico ao tecido alvo. As
marcacdes com a enzima peroxidase sdo reveladas com diaminobenzidina (DAB), que
permanece incolor e estavel em solucdo até ser oxidada pelo oxigénio oriundo da degradacao
do peroxido de hidrogénio por acdo da peroxidase, depois do que se precipita como seu

derivado de coloragdo marrom ou parda que ¢ identificada na microscopia.
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1 OBJETIVO DO TRABALHO

Considerando (a) a necessidade do sistema circulatorio de abrir colaterais ou criar
novos vasos quando se defronta com obstru¢des ao fluxo sanguineo em qualquer dos seus
segmentos, (b) considerando que o VEGF participa, a nivel molecular, dos mecanismos
envolvidos principalmente na angiogénese e na arteriogénese pds oclusdo arterial, (c)
considerando que o tecido adiposo representa um tecido com alto potencial angiogénico, (d)
considerando que ¢ possivel identificar a expressdo do VEGF nas células que o expressam
através de métodos imunoistoquimicos e (e) considerando que sdo poucas as informagdes
existentes na literatura sobre o comportamento do VEGF no surgimento de novos vasos ou
colaterais que ocorrem apds a obstru¢do venosa, o presente estudo visou medir e comparar a
expressdo do VEGF no tecido adiposo de ratos (omento) submetidos a oclusdo arterial e a
oclusdo venosa (figura 32). A mensuracdo da expressdo do VEGF foi feita através da
contagem de células marcadas imunoistoquimicamente pelo anticorpo contra o VEGF

expressado nas diversas células apos o desencadeamento dos estimulos para a sua producao.
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2 HIPOTESES

HO (Hipotese nula): a expressdo do VEGF no omento de ratos, identificada pela
contagem de células imunoistoquimicamente marcadas, ndo apresenta diferenca quantitativa

apos a ligadura da aorta infra-renal e apos a ligadura da veia cava infra-renal.

H1 (Hipdtese alternativa): a expressio do VEGF no omento de ratos, identificada
pela contagem de células imunoistoquimicamente marcadas, apresenta diferenga quantitativa

apos a ligadura da aorta infra-renal e apos a ligadura da veia cava infra-renal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TECNICA CIRURGICA

Apo6s aprovacao do comité de normas e de ética na pesquisa da institui¢do, vinte e
dois ratos machos Wistar com peso médio de 415g foram randomizados para ligadura da aorta
infrarenal (11 ratos) e para ligadura da veia cava infrarenal (11 ratos). A inducdo anestésica
foi feita com Halotano inalado em campanula de grande volume (figura 33) e a anestesia foi
feita com Tiletamina + Zolazepam (Zoletil, Virbac 50mg/ml) na dose de 0,2ml/100g
intraperitonealmente com agulha 25x7 (figura 34). Antissepsia do abdome foi feita com
clorexidina 0,2% em spray.

Os vasos foram abordados através de laparotomia mediana. Apds a eventragdo das
visceras intra-abdominais o retroperitoneo foi exposto e dissecado com tesoura e cotonetes
para exposi¢cdo da aorta e da cava infrarenais (figuras 35 e 36). Prosseguiu-se a disseccao
romba para separar adequadamente um vaso do outro de modo que a clipagem de um nao
distorcesse o outro prejudicando o fluxo sanguineo do vaso vizinho. Apds o a disseccdo da
aorta e da cava e exposicao completa das mesmas sorteava-se qual vaso seria ocluido.

A oclusdo das aortas e das cavas foi feita com clips de polimero ndo absorviveis
Hem-o-lok (Weck Closure Systems Research — USA) de 10mm aplicados com pinga especifica
(figura 37). Apo6s a aplicagdo do clip verificava-se a completa oclusdo do vaso escolhido e a
ndo interferéncia por distor¢do ou pingamento concomitante do fluxo sanguineo no vaso
vizinho. A utilizagdo do clip apresentou a vantagem de uniformizar o modo de oclusao, pois o
segmento ocluido apresentava sempre a mesma extensdo e localizagdo além de ser mais
seguro no que se refere a evitar sangramentos pois a manipulacdo dos vasos ¢ menor. A
laparorrafia foi feita com fio de Mononylon 4-0 em sutura continua em dois planos. O tempo
cirtrgico foi em torno de 20 a 30 minutos em todos os animais. Analgesia pos-operatoria foi
feita com Butorphanol (Torbugesic, Fort Dodge) 1mg/Kg subcutaneamente e com agulha
25x7. Os cuidados pds-operatorios de alojamento, nutricdo, hidratacdo, analgesia e controle
de stress foram realizados conforme as normas nacionais de cuidados com animais de
experimentacdo ¢ as normas do Laboratorio de Fisiologia da Fundacao Universidade de

Caxias do Sul.
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No 5° dia de pos-operatorio um dos animais do grupo de oclusdo da veia cava faleceu
sendo excluido da pesquisa. No décimo dia de evolugao pds-operatoria os animais sofreram
eutandsia pelo uso de Halotano inalatorio e Pentobarbital (100mg/kg) intraperitonealmente
com agulha 25x7. Através de relaparotomia e toracotomia anterior removeram-se segmentos
do omento, da gordura retroperitoneal, do musculo ilio-psoas direito, do diafragma ¢ o rim
direito, o figado, os pulmdes e o coragao. O omento foi retirado em bloco seccionando-se as
inser¢des no estdmago, no colon e no bago. Um dos animais do grupo de oclusdo da aorta foi
excluido pela suspeita do clip ndo ter ocluido adequadamente o vaso. Foram encaminhados
para analise, entdo, dez animais em cada grupo. Considerando-se as duas exclusoes o peso

médio dos animais foi de 412g.

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

As pecas foram conservadas em formol 10% tamponado e posteriormente
emblocadas na parafina (histotécnico, alcool absoluto, xilol, parafina, 60°C). Posteriormente,
cortes de aproximadamente 5 micras foram obtidos para serem submetidos a
imunoistoquimica. Para realizagdo desta, primeiramente procedeu-se a desparafiniza¢do das
laminas em xilol e alcool com graduacgao decrescente (xilol duas vezes, alcool duas vezes para
cada graduacdo de 100%, 70%, 50% e agua destilada). Em seguida procedeu-se a recuperacao
antigénica colocando-se as laminas em meio tampao de citrato com pH = 6.0 em banho-maria
a temperatura de 95°C. Apos, realizou-se o bloqueio da peroxidase com perdxido de
hidrogénio a 5% (peroxido de hidrogénio 5ml + 4lcool metilico 95ml). Reacdes
“inespecificas” foram bloqueadas com lecitina (5g de leite em pd Gloria + 95ml de tampao
PBS). Procedeu-se a mais uma lavagem das laminas com tampdo PBS. Apds esta lavagem
aplicou-se o anticorpo primario, anti-VEGF de coelho (Invitrogen Corporation, California,
EUA) e deixou-se em repouso na geladeira em camera umida “overnight”. Mais uma lavagem
com tampao PBS. A seguir aplicou-se o primeiro anticorpo secundario biotina (Biotinylated
Link Universal; Dako Cytomation LSAB + System-HRP) e deixou-se a lamina em repouso
por vinte minutos. Apos, nova lavagem com tampao PBS seguida da aplicagdo de segundo
anticorpo secundario streptavidina (Strepatavidin-HRP; Dako Cytomation LSAB) e novo
repouso por vinte minutos. Mais uma lavagem com tampao PBS foi realizada. Apos esta,
realizou-se a aplica¢do de diaminobenzidina (DAB substrate — Chromogen System) por dez

minutos para revelacdo, seguida de nova lavagem em &4gua corrente. Apds, realizou-se a
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contra-coloragdo com hematoxilina por trinta segundos, lavagem em 4agua corrente e
aplicacdo de alcool com graduagdo crescente (uma vez a 50%, uma vez a 70% e duas vezes a

100%) e xilol (duas vezes) para clarificagdo.

3.3 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DO VEGF E CONTAGEM DE CELULAS

Os fragmentos de omento foram retirados do mesmo local em todos os animais de
experimentacdo, sendo que a presenca de tecido pancreatico visivel na mesma lamina
comprovando a mesma localizagdo, foi possivel na grande maioria. As laminas foram
analisadas primeiramente com um aumento de 100 X para procura de areas “hot spots” ou
altamente corada (figura 38). Cinco destas areas foram escolhidas por patologista experiente
para contagem das células em aumento de 400 X do seguinte modo: cada célula corada ou
cada “cluster” de células coradas equivaleram a 1 ponto (figura 38). Os campos escolhidos,
cinco de cada animal de experimenta¢do, foram fotografados e colocados, na tela de
computador, sob uma grade quadriculada para contagem. Muitos campos nao apresentavam
areas “hot spots” mas foram escolhidos para interarem o nimero de cinco por cada animal de
experimentacdo. Nao nos restringimos apenas a contagem de células endoteliais, visto que a
expressio do VEGF pode se dar num grande numero de células
(59)(73)(74)(82)(83)(84)(85)(86)(87)(88) que participam do processo de formagao de novos
vasos (angiogénese) ou de colateralizacdo (arteriogénese ou venogénese). Toda célula que
apresentava coloragdo marrom no citoplasma foi considerada como expressando o VEGF.
Cada campo representou um dado numero de pontos que foram levados em conta para os
calculos. Considerou-se a média aritmética de pontos dentre os cinco campos como
representativa de cada animal de experimentagdo. Comparou-se, entdo, os pontos obtidos nos
animais submetidos a oclusdo da artéria aorta com os pontos obtidos nos animais submetidos
a oclusdo da veia cava. .

As figuras 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 ¢ 47 sao exemplos do que se observou no
trabalho. Ao verificarmos estas laminas, observamos a variacdo de quantidade de células
coradas em cada campo (densidade), a existéncia de células isoladas, a existéncias de células
aglomeradas (“clusters™), a presenca de vasos sanguineos com células coradas e vasos

sanguineos sem células coradas em suas paredes, além das células adiposas
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3.4 DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

Este trabalho foi um estudo experimental, randomizado, cego com animais de
laboratdrio (ratos Wistar). Dois grupos foram formados diferindo um do outro exclusivamente
pela intervencao realizada. Em dez animais procedeu-se a ligadura da aorta abdominal infra-
renal e em dez animais procedeu-se a ligadura da veia cava infra-renal. Os dados obtidos
foram classificados como oriundos de variaveis quantitativas continuas (numero de células
coradas por campo de microscopio) e nao apresentando distribui¢do normal. Por estas razdes,
o teste estatistico escolhido foi o Mann-Whitney.

Alfa e beta escolhidos foram 0,05 e 0,2 respectivamente. O tamanho da amostra foi
estimado a partir da suposicdo do numero de células coradas que poderiam apresentar
importancia clinica quando houvesse diferenca entre os dois grupos pois se desconhecia o
desvio padrao da populagao. Considerou-se que este valor estaria em torno de 8 (diferenca
entre a média dos dois grupos). Esta estimativa, concomitantemente com a observagdo do
tamanho da amostra de alguns outros trabalhos experimentais onde se mediu a densidade
vascular (77)(90), levou-nos a concluir que uma amostra com 10 a 12 animais seria adequada.

Na realizacdo dos célculos foi utilizado os programas SPSS 13.0, Stats Direct ¢ Excel.
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4 RESULTADOS

Na tabela 1 estd sumarizada a contagem das células obtidas em cada amostra bem
como as medianas e os percentis interquartis resultantes de cada uma delas. A dispersdao dos

dados esté representada no grafico 1.

Tabela 1 Resultados com o numero de células em cada amostra, medianas e percentis.

Grupo  Aml Am?2 Am3 Am4 Am5 Mediana (Perc 25-75)
Cava 8 20 12 5 23 12,0 (6,5-21,5)
Cava 12 3 9 8 16 9,0 (5,5-14,0)
Cava 3 27 20 18 4 18,0 (3,5-23.,5)
Cava 14 16 27 23 14 16,0 (14,0-25,0)
Cava 0 0 0 0 1 0 (0-0,5)

Cava 0 0 0 0 1 0 (0-0,5)

Cava 5 8 7 5 5 5,0 (5,0-7,5)
Cava 4 4 2 2 7 4,0 (2,0-5,5)
Cava 0 0 1 0 0 0 (0-0,5)

Cava 4 5 0 0 0 4,0 (0-10,0)
Total 4,0(0-9,0) 45(0-17,0) 4,5(0-14,0) 35(0-10,5) 4,5(0,75-145) 7,1(5,5-8,0)
Aorta 4 10 33 16 9 10,0 (6,5-24,5)
Aorta 2 4 0 0 15 2,0 (0-9,5)
Aorta 3 3 4 8 11 4,0 (3,0-9,5)
Aorta 0 1 2 16 1 1,0 (0,5-9,0)
Aorta 18 6 5 10 15 10,0 (5,5-16,5)
Aorta 23 22 0 4 4 4,0 (2,0-22,5)
Aorta 3 0 0 0 0 0 (0-1,5)
Aorta 1 0 0 0 0 0 (0-0,5)
Aorta 0 0 0 0 1 0 (0-0,5)
Aorta 0 3 0 0 0 0(0-1,5)

Todos  25(0-75) 30(0-70) 0(0-425  20(0-115) 25 (0-12,0) 54 (4,6-5,5)

Dados apresentados com mediana e percentis interquartis (25% e 75%): grupo 1 — oclusdo da veia cava
infrarenal, grupo 2 — oclus@o da aorta infrarenal; amost = amostras (1, 2, 3, 4 e 5) dos omentos retirados de cada
animal;
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Figura 1: Numero de células marcadas entre os grupos (média de 5 amostras).

Houve a perda de um animal no grupo da aorta ¢ um animal no grupo da cava.

A mediana no grupo oclusdo da veia cava foi 7,1 e no grupo oclusao da aorta foi de
5,4. Nao houve diferenca estatisticamente significativa, P = 0,53.

Houve 15 campos no grupo da cava e 20 campos no grupo da aorta que ndo
apresentaram nenhuma célula corada expressando o VEGF. Ao analisarmos os campos com
células coradas e dividindo os mesmos, arbitrariamente, em grupos foi observado o seguinte.
No grupo da oclusdo da aorta houve 20 campos apresentando entre 1 e 10 células coradas, 7
campos apresentando entre 11 e 20 células coradas e 3 campos apresentando mais de 20
células coradas. No grupo da oclusdo da veia cava houve 22 campos apresentando entre 1 ¢ 10
células coradas; 9 campos apresentando entre 11 e 20 células coradas e 4 campos

apresentando mais de 20 células coradas.
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5 DISCUSSAO

Considerando-se a “circularidade” do sistema circulatério e os mecanismos da
vasculogénese, da angiogénese e da arteriogénese, ¢ perfeitamente compreensivel que o
resultado confirmando a hipotese nula e negando a hipdtese alternativa (P 0,53), ou seja, a
expressao do VEGF pela contagem de células no omento de ratos apos a oclusdao da aorta e
apds a oclusdo da cava infra-renais ndo sdo diferentes. Mesmo que existam diferencas
estruturais, funcionais e embriologicas importantes entre os sistemas arterial e venoso
(2)(3)(4)(5), pela necessidade primeira de se manter o fluxo sanguineo constante (2) ¢
plausivel aceitar que, a nivel molecular, na situagdo de obstru¢do ao fluxo sanguineo, os
mecanismos que o organismo utiliza para suplantar a obstrucdo tanto a nivel arterial quanto a
nivel venoso sejam semelhantes em magnitude. Assim, o lado arterial quando se depara com
uma obstrucdo ao fluxo sanguineo apresenta uma resposta quantitativamente similar a
resposta apresentada pelo lado venoso quando obstruido no que tange a expressao do VEGF.

O valor do desvio padrao encontrado (6,8 para o grupo da cava e 5,1 para o grupo da
aorta), determinou que, para este tamanho de amostra, o poder do estudo fosse de somente
7%. No planejamento inicial estimou-se que uma diferenga entre as medianas dos dois grupos
em torno de 8 células poderia ser alcancada e caracterizada como de importancia clinica.
Aceitando esta estimativa para a mediana e um desvio padrao também estimado em torno de 6
teriamos, para a amostra de 22 ratos, um poder de 80%. Apos o estudo, mesmo com o desvio
padrdo encontrado sendo igual ao estimado no planejamento, a diferenga entre as medianas
dos grupos sendo de apenas 1,7 alterou de modo bastante significativo o poder do estudo.
Assim, consideramos que o célculo feito para o tamanho da amostra baseado nesta estimativa
mostrou-se inadequado. Talvez um projeto piloto apontando uma estimativa diferente da que
imaginamos pudesse ter sido util para evitar esta situacdo. Uma amostra maior poderia
determinar um poder de estudo maior.

A opc¢do de ndo incluir um grupo controle para comparagdo se deveu ao fato de que,
na literatura, ja existem suficientes evidéncias de que a expressio do VEGF ¢ diferente
quando existe a oclusdo arterial (20)(25)(37).

Esperavamos uma quantidade maior de células coradas por campo. Achamos
pequena a quantidade de células que se marcaram imunoistoquimicamente. Os fatores que

contribuiram para este achado podem ter afetado os resultados do trabalho.
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O VEGF ¢ considerado como a principal molécula envolvida com os processos de
angiogénese, arteriogénese e venogénese (48)(49)(55)(56). Ele ¢ expressado por varias células
que também participam destes processos (59)(73)(74)(82)(83)(84)(85)(86)(87)(88). Sendo
assim, a quantifica¢do da expressdo do VEGF nestas situagdes deve considerar a presenca de
todas as células marcadas imunoistoquimicamente que se apresentam no campo € nao
somente as células endoteliais especificas de vasos sanguineos. A contagem destas células
apresenta uma dificuldade importante. As células que expressam o VEGF tem coloragio
marrom em seu citoplasma. Nas laminas ¢ muito comum o aglomeramento de células (ou
“clusters”) fazendo que, pela proximidade, seja dificil determinar os limites de cada uma.
Assim torna-se dificil quantificar com exatiddio o numero de células marcadas
imunoistoquimicamente. Muitos trabalhos tentam amenizar este viés de mensuragdo
considerando cada “cluster” de células como sendo uma célula apenas. Isto simplifica a
contagem ¢ ameniza o problema se aplicarmos o mesmo critério para todos os campos
observados. O viés permanece, todavia, em algum grau, pois, neste método, nao existe
diferenca entre um “cluster” formado por muitas células e um “cluster” formado por poucas
células. A existéncia desta situacdo pode ter contribuido para os resultados.

A medida que o estimulo para a formacdo de novos vasos sanguineos, ou para a
abertura de colaterais quiescentes surge, inicia-se imediatamente a expressao génica do
VEGF. Isto comeg¢a a ocorrer j4 na primeira hora ap6s o estimulo desencadeante sendo o
periodo até o sétimo dia caracterizado como aquele onde ha a maior produgdo dos fatores de
crescimento. A partir deste momento comega ocorrer uma diminui¢do da producdo destes
apesar de que a formagao de endotélio persiste até além dos 240 dias (neointima) (28)(29).
Nos pareceu razodvel imaginar que no décimo dia apos a oclusdo da aorta ou da veia cava
infra-renais, o momento escolhido para retirada dos omentos, ainda teriamos uma expressao
significativa do VEGF. Nao podemos descartar, todavia, que a expressao do VEGF pelas
células estivesse em fase de remissao e que, por isso, as cé€lulas expressando o VEGF nao se
marcaram imunoistoquimicamente do modo adequado em algumas laminas determinando
alteracdo do resultado.

O tecido adiposo ¢ considerado como tendo um grande potencial angiogénico pela
presenca de células capazes de se diferenciar e de se de-diferenciar em células que originam
vasos sanguineos (58)(59)(60)(61)(62) . Além disso, o tecido conjuntivo que permeia os
adipocitos, pode servir como intersticio para o desenvolvimento da angiogénese, da
arteriogénese e da venogénese dando sustentacdo estrutural para estes vasos. Assim ¢é razoavel

imaginar que o omento, por estar relacionado anatomicamente a aorta e a cava infra-renais, se
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constituisse no tecido apropriado para a mensuragdo da expressao do VEGF em nosso estudo.
Todavia, os resultados observados, principalmente o baixo nimero de campos com células
expressando o VEGF, sugere, ao nosso ver, que um viés de selecdo do segmento de omento
para andlise possa ter ocorrido. Esta idéia ¢ reforgada pela presenca de alguns campos com
uma grande concentracdo de células expressando o VEGF. A escolha dos segmentos peri-
pancreaticos feita para balizar os mesmos locais para analise dos campos microscopicos pode
ter sido inadequada e ter permitido que as maiores concentracdes de células expressando o
VEGF tenham ficado em outros locais.

Por fim ¢ importante salientar que a maioria das evidéncias existentes na literatura se
referem a situagdes onde ocorreu a oclusao arterial. Quase nada foi estudado em situacgoes
onde existem obstru¢des venosas. Nosso trabalho demonstrou que a expressdo do VEGF
quando hé oclusdo venosa ndo ¢ menor do que com oclusdo arterial.

Como conclusdo final destacamos que a andlise dos dados do presente estudo
permite concluir que a expressao do VEGF, quando analisada pela contagem de células
imunoistoquimicamente marcadas, ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo da
ligadura da veia cava infra-renal e o grupo da ligadura da aorta infra-renal. Estudos futuros
com amostras maiores sao necessarios para melhor avaliar o processo de venogénese e sua

relacdo com o VEGF.
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Figura 1: Caracteristicas diferenciais na estrutura dos vasos sanguineos.
Modificado de Burton AC. Physiology Review, 1954. Conforme o segmento do sistema circulatorio, existem
diferencas de diametro, espessura, area seccional ¢ componentes da parede do vaso.
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Figura 2: Caracteristicas funcionais dos vasos sanguineos: varia¢ao da pressao,da velocidade,
da seccdo transversa e da capacidade sanguinea ao longo da grande circulagao.
Burton AC. Fisiologia e biofisica da circulagdo, 1978. A pressdo decresce continuamente, pouco ao longo do
sistema arterial, muito através das arteriolas, capilares e vénulas e pouco, de novo, no sistema venoso. O fluxo
sanguineo, a qualquer momento, ¢ constante ao longo do sistema. A velocidade do sangue decresce da aorta para
os capilares, onde atinge valor minimo, mas volta a crescer no sistema venoso.A capacidade do sistema distribui-
se com um minimo nas arteriolas ¢ um maximo nas pequenas veias.
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Figura 3: Composicao da parede vascular de vasos nascentes ¢ vasos maduros.

Vasos nascentes (a) consistem de um tubo de células endoteliais. Estes maturam em estruturas especializadas
que consistem em artérias, capilares e veias. Capilares (b), os vasos mais abundantes em nosso corpo, consistem
de células endoteliais circundadas por uma membrana basal com pericitos esparsamente distribuidos numa
camada unica dentro desta. Devido a sua parede “fina” e grande area de superficie estes vasos formam o
principal sitio de troca de nutrientes entre o sangue e os tecidos. Dependendo do 6rgédo ou tecido, a ldmina de
células endoteliais ¢ continua (ex: musculo), fenestrada (ex: rim e glandulas enddcrinas), ou descontinua (ex:
sinusoides hepaticos). O endotélio das barreiras hemato-encefélica e retino-encefalica possuem especializagdes
(jungdes celulares espessas) e sdo impermeaveis a varias moléculas. Arteriolas e vénulas (c) tem um aumento de
cobertura de células murais comparadas com os capilares. Arteriolas pré-capilares sdo completamente revestidas
com células musculares lisas vasculares que formam a sua propria membrana basal e sdo circunferencialmente
arranjadas e compactadadas com a camada endotelial. O extravasamento de macromoléculas e células da
corrente sanguinea ocorre tipicamente nas vénulas pds-capilares. A parede dos vasos maiores (d) consistem de
trés camadas especializadas: uma intima (interna) composta de células endoteliais, uma média composta de
células musculares lisas e uma adventicia (externa) composta por fibroblastos, matriz extracelular e uma lamina
elastica. A camada adventicia tem sua propria irrigagdo sanguinea, a chamada vasa vasorum, que extende-se em
parte atd a média. As células musculares lisas e a camada elastica contribuem para o tonus vascular e medeiam o
controle do didmetro do vaso e o fluxo sanguineo através do mesmo. Um controle adicional do fluxo sanguineo ¢
realizado por shunts arterio-venosos que podem divergir o mesmo para longe do leito capilar quando for
necessario. Os capilares linfaticos (e) ndo tem pericitos. Vasos linfaticos maiores (coletores) sdo revestidos por
membrana basal e contém valvulas que permitem o fluxo somente unidirecionalmente (proximal). As células
endoteliais dos linfaticos sdo conectadas ao tecido conjuntivo adjacente através de filamentos de ancoragem.
Nature Medicine, 2003.
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Figura 4: Passos na formag¢ao e maturagdo da rede vascular durante a angiogénese.

A rede vascular nascente forma-se a partir de um plexo de células primarias (angioblastos) por vasculogénese ou
angiogénese. A regulacdo ¢ feita pela sinalizagdo molecular envolvendo as células entre si e entre as células e a
matriz extracelular. Forcas mecanicas também atuam nesta regulagao, principalmente no crescimento e expansao
da rede. Padrdes de crescimento, organizacdo e especializagdo ordenados produzem redes maduras de artérias,
capilares e veias apropriados para cada 6rgdo e local. Nature Medicine, 2003.
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Figura 5: Origem das células da parede vascular e da matriz extracelular.
As células endoteliais originam-se de hemangioblastos presentes em varios 6rgaos (vasculogénese pré-natal), de
células tronco originadas da medula 6ssea (vasculogénese pds-natal) ou por migracéo e proliferagdo de células
endoteliais existentes em vasos ja formados (angiogénese). Células murais tem origem em varios sitios durante o
desenvolvimento embriondrio incluindo o mesénquima e células endoteliais progenitoras da aorta dorsal que
podem transdiferenciarem-se em células musculares lisas na presenca de PDGF B. No adulto, as células murais
podem originar-se da medula o6ssea ou do estroma tecidual. Fibroblastos podem se diferenciar em
miofibroblastos que, por sua vez, podem se diferenciar em células musculares lisas vasculares em resposta a
estimulos bioquimicos e mecanicos. Finalmente, os fibroblastos, os miofibroblastos ¢ as células musculares lisas
podem se originar de uma célula progeitora comum. Tanto as células endoteliais como as murais produzem
moléculas da matriz. Proteinas plasmaticas extravasadas da rede vascular nascente também contribuem para a
formagdo da matriz extracelular. Nature Medicine, 2003.

=]

Debbie Ma

53



[/ r §
COp =t
LY AIR
b % * T
venae cavae=-« HEART s
(]
It
} 5
]
venous ‘
system
(70% of .E
blood 5]
volume) Ei
CAPILLARIES %’W
l arterioles "E
venules 8
f N arteries
)

N
L=

capillary exchange

\0024__ 02/

metabolism in tissue

Figura 6: A natureza “circular” do sistema circulatério.
Opie L. Heart Physiology: From cell to circulation, 2004.



55

S
J\NGIOGF.NESIS’A' l{}\"
\\ — 1.1

J N
3. Endo. 4. Endo. Migration
2. Vessel Hy m'mn ability F‘:‘l{{f‘:‘ﬂ‘ B, integrin
FGr VEGF ¢ Cell:cell contact
Gt -EGF - FGF -VE cadherin
o . ~phrin Blieph B4
1. Vessel destabilization ® /J-.?';_. i
-Ang2/Tie2 — — o~ = ~
\ 5/ AN
N £ (8
\ P - 6. Tube formation
\ ® 17 o FGF
N h, FDGF
'\-. v k- =t |. NFea
phe2A

N t %&%ﬁ

% ““""h "y 9. Veusel stabilization

7, proliferation’ 8 Pericyte diffrentation “Amgl/Tic?
oGF “TGFp PDGF
PG : .
i -VE cadierin

TGF-f

Figura 7: Mecanismos da angiogénese segundo Papetti M, Herman IM. Am J Physiol Cell
Physiol 2002.

Angiogénese normal depende da coordenagio de muitos processos independentes. Remocdo dos pericitos do
endotélio e desestabilizagdo (1) dos vasos pela angiopoietin-2 (Ang2) determinam que as células endoteliais
passem do fendtipo “estavel e de crescimento lento” para o de “proliferativo ou plastico”. A hiperpermeabilidade
(2) induzida pelo VEGF permite o extravasamento local de proteases e componentes da matriz extracelular da
corrente sanguinea. As células endoteliais proliferam (3) e migram (4) através da matriz extracelular remodelada
(5) formando tubos pelos quais o sangue pode fluir (6). Células mesenquimais proliferam e migram ao longo dos
novos tubos (7) e diferenciam-se em pericitos maduros(8). O retorno ao fendtipo de estabilidade das células
endoteliais, o reforco do contato entre as células ¢ a elaboracdo de uma nova matriz extracelular estabiliza o
novo vaso sanguineo (9). TGF, transforming growth factor; FGF fibroblast growth factor; EGF, epidermal
growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor; TNF, tumor necrosis factor; a, arteriole; v, venule.
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Figura 8: Mecanismos celulares da angiogénese e da arteriogénese segundo Carmeliet P.
Nature Medicine, 2000.

Precursores endoteliais (angioblastos) no embrido formam uma rede primitiva (vasculogénese) que se expande e
remodela (angiogénese). Células musculares lisas cobrem as células endoteliais durante a miogénese vasculare e
estabilizam o vaso durante a arteriogénese. CL, coldgeno; EL, elastina; Fib, fibrilina.
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Figura 9: Progenitores das células vasculares no embrido e no adulto.

No embrido, células endoteliais, musculares lisas e progenitoras vasculares contribuem para o desenvolvimento.
Células musculares lisas tem diferentes origens. Células progenitoras do endotélio e de células musculares lisas
originadas da medula 6ssea ocorrem no adulto e sofrem influéncia do VEGF e do PDGF BB. Segundo Carmeliet
P. J Inter Med 2004.
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Figura 10: Mecanismos moleculares da angiogénese e da arteriogénese segundo Carmeliet P.
Nature Medicine 2000.

O VEGEF inicia a formagdo de células endoteliais(EC); PDGF-BB recruta pericitos (PC) e células musculares

lisas (SMC); Angiopoietin-1 (Ang-1) e TGF-bl estabiliza os neovasos; o resultado ¢ a angiogénese na presenga

de estimulos para a mesma (hipdxia) ou regressdo vascular na auséncia de fatores de sobrevivéncia endotelial.
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Figura 11: Mecanismos moleculares da angiogénese para estabilizacdo ou regressdao dos

neovasos. Segundo Carmeliet P. J Inter Med 2004.
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Figura 12: Desencadeamento da vasculogénese, da angiogénese e da arteriogénese segundo
Carmeliet P. Nature Medicine 2000.

A formagdo de vasos sanguineos no adulto pode ocorrer através da vasculogénese através da mobilizagdo de

células-tronco da medula 6ssea para a area necessitada que “chama” as mesmas “de volta para casa”; através da

angiogénese pelo crescimento de brotos capilares a partir de vasos pré-existentes para a area de isquemia

absoluta ou relativa; através da arteriogénese pelo remodelamento de vasos pré-existentes que ocorre apos

alteracdo do “shear stress” gerado pela oclusdo de uma artéria.
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Figura 13: Mecanismos da angiogénese:
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crescimento por intussuscepc¢do (E): inser¢@o de colunas de tecido intersticial dentro do liimen; crescimento por
brotamento (D): ramos vao surgindo e se conectando. Segundo Carmeliet P. Nature, 2000.
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Figura 14: Esquema ilustrando o conceito e a caracteristica principal da vasculogénese, da

angiogénese e da arteriogénese.

Segundo RusieckaE, Banach M, Drozdoz J. Arch Med Sci 2005.
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Figura 15: Esquema demonstrando o suprimento arterial duplo:

(arcada fisiolégica) em musculos do membro superior do camundongo (parte superior) que propicia o
surgimento de uma artéria colateral (calibre e fluxo maiores, parte inferior) apos a obstrucdo (X) da artéria da
esquerda. Depois da obstrucdo, o fluxo sanguineo na regido média e de reentrada muda de um padrio
anterogrado lento para retrogrado rapido (“alteracdo do shear stress”). Segundo Schaper W, Scholz D.
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003.
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Figura 16: Seqiiéncia temporal de eventos no desenvolvimento de circulagdo colateral:
Demonstrando que a expressao de fatores de crescimento e de citoquinas inicia ja nas primeiras horas apos o
comeco da isquemia. Segundo Heilmann C, Beyersdorf F, Lutter G. Cardiovascular Surgery, 2002.
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Figura 17: Esquema demonstrando os eventos na arteriogénese em sua evolucao temporal.
Segundo Scholz D, Ito W, Fleming I, Deindl E, Sauer A, Wiesnet M, Busse R, Schaper J, Schaper W. Virchows
Arch, 2000.
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Figura 18: Esquema demonstrando o papel da disponibilidade de oxigénio na regula¢ao do

HIF ¢ de suas ac¢des.

Segundo Berra E, Ginouvés A, Pouysségur J. EMBO reports, 2006. A esquerda, a prolyl-hidroxylase-domain
protein (PHDs) regula o HIF-a em resposta a disponibilidade de oxigénio. Sob condi¢des aerdbicas (setas azuis),
a PHDs hidroxilada permite a von Hippel-Lindau protein (pVHL) ligar-se ao HIF-a e chegar até o proteossoma.
Por outro lado, pela unido ao PHD2, PHD3 o OS9 promove a hidroxilagdo do HIF-a. Uma diminui¢do na
disponibilidade do oxigénio (setas vermelhas) inibe a PHDs; o HIF-a acumula-se e induz a expressdo de genes
especificos. Adicionalmente, Siah 1 e 2 acionam a degradag¢do da PHD1 e da PHD3 sob condigdes de hipdxia.
Hipodxia controla PHD2, PHD3, OS9 e Siah 1 e 2 através de um mecanismo de feedback. Imunofluorescéncia
mostra a expressao do HIF-1b em células HeLLa com PO2 de 20% e com PO2 de 1-2%. HRE, hypoxia response
element.
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A direita, um modelo esquemético da regulagio e fungdo da PHD. Muitos estimulos fisiologicos relacionados &
disponibilidade de oxigénio, regulam a atividade da PHD que promove a adaptagdo “fina” ao microambiente. A
PHD modula a estabilidade e a atividade do HIF-a, acdes fundamentais na homeostasia do oxigénio. HRE,
hypoxia response element; ROS, reactive oxygen species.
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Figura 19: Diagrama demonstrando o recrutamento de vasos pré-existentes na arteriogénese
em coelhos.

Ocorre mudanga do fluxo sanguineo ap6s a oclusdo da artéria femoral. Depois da oclusdo(X), o fluxo sanguineo

(setas) segue o gradiente entre o segmento com alta pressdo (proximal) e o segmento com baixa pressdo (distal).

Vasos colaterais pré-existentes sdo recrutados. Segundo Heil M, Schaper W. Circ Res, 2004.
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Figura 20: Diagrama demonstrando a proliferacao de células musculares lisas € o

remodelamento na parede do vaso na arteriogénese.
Segundo Heil M, Schaper W. Circ Res, 2004.

Num primeiro momento (step 1), ocorre a ativagdo da matrixmetalloproteinases(MMPs) pela plasmina. MMPs
subsequentemente digerem a membrana basal (BM) e as fibras de elastina. Num segundo momento (step 2), a
degradacdo da elastina gera peptideos derivados da mesma (EP) que, juntamente com os fatores de crescimento,
ligam-se as células musculares lisas (SMCs). Num terceiro momento (step 3), a proliferacdo ¢ a migragdo de
células musculares lisas sdo induzidas.
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Figura 21: Diagrama demonstrando a familia do VEGF e seus receptores.

Segundo Zachary I. Biochemical Society Transactions, 2003. Os receptores RTKs, Flt 1 (VEGFR1) e KDR
(VEGFR2), que especificamente reconhecem o VEGF-A, possuem trés segmentos (dominios). Ha um dominio
extracelular que contém 7 algas “imunoglobulina-like” (oval vermelho), um dominio hidrofobico que se extende
trans-membrana celular e um dominio citoplasmatico que compreende uma porcao kinase single (oval amarela)
que ¢ interrompida por uma regido ndo catalitica chamada de kinase insert. O dominio extracelular do Flt1 ¢
também expressado como proteina soluvel de um modo independente. Os VEGFs C, D e E também ligam-se ao
KDR, enquanto que PIGF e o VEGF-B ligam-se somente ao Fltl. O Flt4 (VEGFR3) é um receptor relacionado
aos VEGFs C e D que sdo submetidos a protedlise resultando em peptideos com 120 e 75 kDa com ponte
disulfitica no quinto dominio “imunoglobulina-like”. NP-1 é um receptor ndo RTK para VEGF 165, para a
isoforma do PIGF-2, para o VEGF-B, e para o VEGF-E. NP-1 compreende uma regido extracelular com MAM
(meprin, AS, m-tirosinase-fosfatase, dominios a e b, uma regido trans-membrana ¢ um curto dominio
citoplasmatico.
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Figura 22: Diagrama evidenciando as vias de sinalizagdo do VEGF.

Segundo Zachary 1. Biochemical Society Transactions, 2003. A maioria, se ndo toda, sinalizacdo biologicamente
relevante do VEGF é mediada via receptores KDR. Ativacdo do KDR ocorre através da dimerizagdo induzida
pelo ligante e pela auto-fosforilizagdo de multiplos residuos de tirosina no dominio intracelular via VRAP e via
PLC —g, além de outras menos definidas atualmente. A sobrevida da célula endotelial dependente do VEGF ¢
mediada em parte via ativagdo da kinase anti-apoptotica (Akt) pela PI 3-kinase (PI3K). A Akt fosforilida inibe a
proteina pro-apoptotica Bad, levando a inativagdo da atividade da caspase. Akt, também pela fosforilizacao, leva
a ativagdo da eNOS independente do célcio. O aumento da fosforilizacdo da tirosina da FAK, mediada em parte
pela Src, ¢ um ponto de convergéncia para a sinaliza¢do das vias de sobrevivéncia e migracao celulares mediadas
pelo VEGEF e pelas integrinas. A interacdo direta entre a integrina avb3 e a KDR pode também exercer um papel
nas fungdes de sobrevida celular do VEGF. O maior mecanismo de sinalizagdo para a mitogénese pelo VEGF ¢ o
da via do PLC-g que resulta em hidrdlise do phosphatidylinositol4,5-biphosphate, em geragdo de inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3) e diacylglicerol e subseqiiente mobilizagdo do calcio intracelular e ativagdo da PKC. PKC
medeia a ativagdo da ERKs 1/2 via Raf-1 e MEK. MEK ¢ a via para uma maior ativagdo da mitogénese ¢ da
ativagdo da cPLA2 que, por sua vez, leva a geragdo de prostanodides derivados da COX (PGI2 e PGE2).
Sinalizagdo pelo calcio também ¢é importante para ativagdo da eNOS e geragdo do 6xido nitrico, ativagdo da
serine/threonine phosphatase, calcineurin, ativagdo da transcri¢do do fator NFAT (nuclear factor of activated T-
cells) e inducdo da COX-2 que medeia a producdo de prostandides. As vias de sinalizagdo convergem e
ramificam-se em varios pontos, o que enfatiza o formato de uma rede de sinalizacdo e ndo apenas sinalizag@o
linear. HCTPA, human cellular protein tyrosine phosphatase A.
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Figura 23: Mecanismo para aumentar o desenvolvimento de circulagdo colateral pelas células

progenitoras endoteliais.

Segundo Kinnaird T, Stabile E, Burnett MS, Epstein SE. Circ Res, 2004. Observa-se dois vasos de condutancia
paralelos e interconetados por um vaso colateral. Esta representada apenas a camada de células endoteliais sem
as células musculares lisas e a camada adventicia. (1) Suporte: células progeniotoras secretam multiplas
citoquinas, fatores de crescimento e quimiocinas que podem facilitar a arteriogénese por (a) influenciar a matriz
extracelular na medida que esta é o meio de condugdo para o desenvolvimento de colaterais, (b) inibir a apoptose
das células endoteliais e musculares lisas e estimular sua migragdo e proliferacdo e (c) recrutar células pro-
arteriogé€nicas e progenitoras. (2) Incorporagdo: células progenitoras podem incorporar-se diretamente em
colaterais que estdo se desenvolvendo e contribuir fisicamente para a formacao das mesmas. (3) Fusdo: fusdo de
células progenitoras com células especificas dos tecidos tem sido demonstrada, mas os dados disponiveis néo
sugerem sua contribuicdo para a formacdo de colaterais.
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Figura 24: Integracao entre os mecanismos da angiogénese e da arteriogénese.

Segundo Buschmann I, Schaper W. News Physiol Sci, 1999.

68



69

{a)

Endnthalal cel Hautrophils
MR i
POGF T
MMPs E
~ i
/ ‘ VEGE N s
FGrz WEGF
; Fibrin
Vein wall
@ Aed cel
Flandat
1='43l=i!"~ _-VEGF
—poeE
Fo
VEGF/Fhmnnen
ook
(bl
i
Weln wall

Tissueboae marrew
progenions

Veszal grivaing inlo thrambus
liGm veng venora

Crll-lmed peripheral spaca

© Vein val

Figura 25: Mecanismos implicados na resolu¢do do trombo venoso.

Segundo Modarai B, Burnand KG, Humphries J, Waltham M, Smith A. Thromb Haemost 2005. (a) no trombo
fresco: globulos vermelhos séo aprisionados entre camadas de fibrina, plaquetas e neutrofilos. As células que se
encontram dentro deste trombo secretam enzimas proteoliticas, fatores de atragdo quimiotaticos, fatores de
crescimento que promovem neovascularizagdo e remocao das fibrina. (b) no trombo em resolugdo: camadas de
células provenientes da parede do vaso cobrem espacos periféricos que se formam. Isto é mediado por uma
variedade de enzimas proteoliticas, fatores de crescimento, fatores quimiotaticos de atragdo e adesinas. Células
progenitoras derivadas dos tecidos e da medula dssea pode contribuir para este processo.Macrofagos sido
recrutados em nimero abundantee secretam citocinase fatores de crescimento que promovem angiogénese ¢
remodelamento da matriz extracelular.
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Figura 26: Representacdo da molécula do VEGF:

Em vermelho, ligado a molécula do receptor, em amarelo, na superficie externa da célula endotelial. A por¢do do
receptor dentro da célula ¢ uma enzima tirosina-quinase com duas “regides quinases” onde sfo adicionados
grupos fosfatos. O reconhecimento destes grupos fosfatos pelo aparato sinalizador do interior da célula inicia o
processo da angiogénese. Stem Cells, 2003.
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Figura 27: Papel do VEGF ligado a matriz extracelular na ramificagao vascular.

Ha um gradiente de ”longo alcance” do VEGF que permite que as células endoteliais mantenham seu curso em
diregdo as células-alvo; ha também um gradiente “curto alcance” do VEGF ligada a matriz extracelular que
baliza a migragao passo a passo ao longo do caminho. (a) Na auséncia de VEGF 164 e 188 ligados a heparina, o
balizamento de curto alcance promovido pelo VEGF 120 ¢ insuficiente. Este ¢ livremente difusivel,
caoticamente distribuido e falha em produzir um gradiente de “longo-alcance” que sirva como guia. (b) O VEGF
164 promove gradientes de “curta acdo” guiados pela matriz e também de “longa a¢do” que permite ao vaso
enviar longos brotos em direcdo ao alvo. (¢) Quando somente o VEGF 188 esta presente e ligado a matriz

extracelular ndo existe atragdo de “longo alcance” e as células endoteliais sdo guiadas erroneamente por curtas
distancias. ECM, matrix extracelular. Carmeliet P. Nature Review 2003.
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Figura 28: Diagrama demonstrando a plasticidade da linhagem de células adiposas em se

diferenciar em células endoteliais.
As células progenitoras dos adipdcitos tem a habilidade para diferenciarem-se em adipdcitos e para adquirir um
fenétipo de célula endotelial. As células maduras podem desdiferenciarem-se e reverter a um fendtipo
bipotencial. Segundo Planat-Bernard V, Silvestre JS, Cousin B,André M, Nibbelink M, Tamarat R, Clergue M,
Manneville C, Sailan-Barreau C, Duriez M, Tedgui A, Levy B, PénicaudL, Casteilla L. Circulation, 2004.
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Figura 29: Esquema representando diferentes procedimentos imunoistoquimicos.
A: métodos diretos em uma etapa; B e C: procedimentos indiretos ou de varios passos. PAP, peroxidase-
antiperoxidase. Segundo De Robertis, 2003.
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Figura 30: Esquema ilustrativo do método peroxidase-antiperoxidase (PAP):
Depois das etapas etapas 1 e 2 que sdo semelhantes as da figura, na etapa 3 introduz-se o complexo coelho-PAP.

Na etapa seguinte, a enzima ¢ revelada pelo método DAB (diaminobenzidina e H202). Segundo De Robertis,
2003.
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Figura 31: Circularidade do sistema cardiovascular:

(vermelho, arterial e azul, venoso); a expressdo do VEGF a partir da necessidade de formar novos vasos e/ou
abrir colaterais; mecanismos envolvidos (hipoxia, alteragdo do “shear stress” e aumento da pressdo hidrostatica;
tecido adiposo circunjacente ao sistema; mecanismo para expressdo do VEGF pds oclus@o do sistema venoso
interrogado (alteragdo do “shear stress”?). A expressdo no lado arterial ¢ igual a do lado venoso apos a obstrugédo
do fluxo sanguineo?



Figura 32:Indugdo anestésica com Halotano.

Figura 33: Anestesia com Tiletamina + Zolazepam.
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Figura 34: Evisceragao dos 6rgaos intra-abdominais ap6s a laparotomia.

Figura 35: Retroperitdneo antes (E) e ap6s (D) a dissecg@o para exposi¢ao da aorta e da cava
infrarenais.



Figura 36: Clips vasculares ocluindo a veia cava infra-renal (acima) e a artéria aorta infra-
renal (abaixo).
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Figura 37: Esquema demonstrando as possibilidades de observagdo dos campos num aumento
de 100 X.

A: campo considerado como “hot spots” foi escolhido ¢ aumentado para 400 X para contagem do nimero de
pontos. Observar que 1 “cluster” de células e 1 célula isolada foram considerados ambos igualmente como 1
ponto . Cinco destes campos foram escolhidos e contados para obten¢do da média; B: campo considerado como
“cold spot” foi preterido para escolha quando havia outros campos com densidade celular maior (“hot spots”).
Todavia, nos casos onde a densidade de células coradas era baixa em toda a lamina, foram incluidos para interar
o numero de cinco campos por animal de experimentagao.

Figura 38: Campo demonstrando grande quantidade de células marcadas
imunoistoquimicamente (citoplasma marrom) e tecido adiposo.

A proximidade das células umas das outras determinou uma dificuldade de definicdo dos seus limites. Estes
grupos de células foram considerados como “clusters”.



Figura 39: Campo demonstrando a presenca de varias células circundadas por tecido adiposo
porém com somente uma delas marcada imunoistoquimicamente proxima ao
centro.

Figura 40: Campo demonstrando praticamente somente células adiposas.
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Figura 41: Outro campo demonstrando uma boa quantidade de células marcadas
imunoistoquimicamente mas nao tao aglomeradas, isso ¢, com uma melhor
condicdo de contagem individual.

Figura 42: Campo demonstrando varias células porém poucas apresentando marcagao
imunoistoquimica.

Ha a presenca de um vaso no quadrante inferior esquerdo com células em sua parede sem apresentar marcagio

imunoistoquimica.



82

Figura 43: Outro campo demonstrando a presenca de varias células porém com poucas delas

exibindo marca¢@o imunoistoquimica.
A contagem, neste caso, pode ser feita sem dificuldades, pois as mesmas apresentavamm-se afastadas umas das
outras.

Figura 44: Campo exemplificando apenas uma célula marcada imunoistoquimicamente
proxima ao centro da lamina.
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Figura 45: Campo exemplificando um aglomerado de células (“clusters”) na parte central e

superior da lamina.
Neste caso a contagem de células individuais ¢ mais dificultosa.

Figura 46: Campo onde aparece a parede de um vaso seccionado e com células marcadas
imunoistoquimicamente.
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