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RESUMO

Véarios estudos epidemiolégicos demonstram que a obesidade aumenta
significativamente o risco de morbidade e mortalidade em funcdo de alteracGes
cardiovasculares. O numero de pacientes com artérias periféricas severamente
doentes que ndo podem ser eficazmente tratados com as técnicas de revascularizacao
atuais aumentou, e por causa da isquemia grave perdem o membro, assim afetando
negativamente a qualidade de vida desses individuos. A terapia angiogénica € uma
técnica promissora que demonstra que fatores de crescimento sdo capazes de
aumentar a densidade capilar, podendo ser essa técnica utilizada para reduzir o
impacto da isquemia em pacientes que ndo tiveram uma resposta satisfatoria ao
tratamento clinico convencional. Numerosas substancias tem a habilidade de
intensificar o processo de angiogénese para compensar a isquemia do tecido, entre as
drogas utilizadas para essa finalidade estd a prostaglandina E1 (PGE1l), um
vasodilatador que aumenta a perfusdo periférica de sangue e melhora a funcéo
endotelial. Portanto, o objetivo do nosso estudo é analisar a génese de capilares
sanguineos em musculo esquelético do membro caudal de ratos obesos e controle,
submetidos a isquemia e sobre a acdo da PGE1 administrada por via intramuscular.
Foram utilizados 57 ratos, linhagem Wistar, distribuidos aleatoriamente em dois
grupos, obesidade e controle, redistribuidos em dois subgrupos, isquemia (I) e
isquemia com injecdo intramuscular de PGE1 (I+PGE), novamente redistribuidos em
dois subgrupos, 14 e 28 dias de observacdo. Para a analise dos resultados, foram
utilizadas técnicas histolégicas de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e
imunohistoquimica. Variaveis antropométricas (peso corporal e adiposidade) e perfil
lipidico foram analisados. Os resultados demonstram um aumento estatisticamente
significativo no numero de capilares (I+PGE 28 dias 10,2 + | 28 dias 2,0 vs. 7,2 +0,3 e
I+PGE 14 dias 9,3+0,3 vs. | 14 dias 5,5 £0,5) e razao capilar/fiora muscular (1,70 +
0,10 I + PGE vs. 0,93 +0,06 I) no grupo obesidade com aplicacdo intramuscular de
PGEL1 aos 28 dias de observacdo. Na técnica de imunohistoquimica com os anticorpos
primérios, anti-VEGF para detecgdo do receptor-3 do Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) foram identificadas marcacdes determinando a positividade da
reacdo. Pode-se concluir que a terapia angiogénica induziu um aumento no niamero de
capilares e consequente pode ter melhoraro o fluxo sanguineo no nosso modelo
experimental, porém estudos clinicos em seres humanos necessitam ser realizados
para atestar esta efetividade.

Palavras-Chave: Obesidade. Doencas Vasculares. Prostaglandina. Terapia
Angiogénica.
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BUENO, Fernanda Chagas. Effects of Prostaglandin E; (PGE1l) in the genesis of
blood capillaries in obese rat ischemic skeletal muscle. 2012. 52 f. Dissertation
(Master Program in Physical Education) — Center for Health Sciences. State Unversity of
Maringé, Maringéa, 2012.

ABSTRACT

Several epidemiological studies show that obesity increases the risk of morbidity and
mortality due to cardiovascular diseases. The number of patients with peripheral
vascular diseases who can not be effectively treated with modern revascularization
techniques has increased. As a consequence, severe ischemia, mainly on lower limbs
develops, adversely affecting the quality of life for these patients. The angiogenic
therapy is a promising technique that demonstrates that growth factors are able to
increase capillary density. This technique is currently used to reduce the impact of
ischemia in patients who have not had a satisfactory response to conventional
treatments. Numerous substances have the ability to intensify the process of
angiogenesis to compensate for tissue ischemia. Among the drugs used for this
purpose is prostaglandin E1 (PGE1), a vasodilator that increases blood perfusion and
improves peripheral endothelial function. Therefore, the aim of our study was to
analyze the formation of new blood capillaries in skeletal muscle lower limb of obese
rats, subjected to ischemia and/or the action of PGE1 administered intramuscularly. For
this purpose, we used 57 Wistar rats were randomly divided into two groups, obesity
and control, subsequently redistributed into two subgroups, ischemia (I) and ischemia
with an intramuscular injection of PGE1 (I + PGE). Finally, the two groups were
subdivided in 14 and 28 days of observation. To analyze the results, we used
histological techniques with hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry.
Anthropometric variables (body weight and adiposity) and lipid profile were analyzed.
The results demonstrate a significant increase in the number of capillaries (PGE | + R
28 days 28 days 10.2 £ 2.0 vs. 7.2 £ 0.3 and 14 days PGE | + 9.3 £ 0.3 vs . | 14 days
5.5 £ 0.5) and capillary/muscle fiber ratio (1.70 £ 0.10 vs R + PGE. |1 0.93 + 0.06) in the
obesity group with intramuscular injection of PGE1l at 28 days of observation.
Immunohistochemistry using anti-VEGF-3 receptor were identified as positive markers
of the reaction. Taken together, our data shows that angiogenic therapy induced an
increase in the number of capillaries and consequent improve in blood flow in our
experimental model, although in humans clinical trials should be carried out in order to
demonstrate this effectiveness.

Keywords: Obesity. Vascular Diseases. Prostaglandin. Angiogenic Therapy.
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1 INTRODUCAO

A obesidade altera a reatividade vascular, o desenvolvimento da circulagao
colateral e a estrutura da parede dos vasos, favorecendo o estado de inflamacao
cronica e contribuindo para as alteragdes na funcédo vascular, tornando-se assim um
dos mais importantes fatores de risco para o0 desenvolvimento de doencas
cardiovascular (STAPLETON et al., 2008). Ha relato que a adiponectina, uma citocina
produzida pelos adipécitos, age como um modulador biol6gico importante da
remodelacdo vascular, com propriedades antiaterogéncia e antidiabética (PANDYA;
DHALLA; SANTANI, 2006). O mesmo estudo destaca que existem evidéncias in vivo de
gue a adiponectina tem um papel importante no processo de angiogénese induzida pela
isquemia, por sua acéo direta no endotélio vascular.

A obesidade contribui para o desenvolvimento da sindrome metabdlica e do
diabetes tipo Il, condicbes que sdo associadas com a diminuicdo da microcirculacdo e
reducéo do desenvolvimento de circulagédo colateral em tecidos isquémicos (SHIBATA
et al., 2004).

Estima-se que 80% das amputacfes dos membros inferiores sdo de causa
vascular periférica devido a formacédo de placa arteriosclerética, e que o risco de
amputacdo do membros contra-lateral ou 6bito em cinco anos chegue a 50% dos
pacientes. Entre estes pacientes portadores de doencas arterioscleréticas, a obesidade
se destaca por ser um fator de risco para o desenvolvimento desta doenca,
diretamente, devido a hipercolesterolemia, e indiretamente devido a producdo de
citocinas que favorecem a lesdo endotelial considerados fatores participantes da
fisiologia da formagé&o arterioesclerdtica.

Como muitos pacientes portadores de doenca vascular periférica ndo sao
candidatos a uma revascularizagao direta, com riscos elevados de perda de membros
(amputacédo), o surgimento de maneiras que estimulem e mantenham a neoformacgao
vascular, teria um impacto na vida social destes individuos por manté-los de forma

produtiva na sociedade.
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Entre as substancias utilizadas para promover a angiogénese esta a
Prostaglandina E1 (PGE1), uma substancia endégena com alta atividade biolégica, com
poder vasodilatador e inibidor da agregacao plaquetaria (CLOVER; MCCARTHY, 2003;
CHAE et al., 2000; FOLKMAN; SHING, 1992; MEHRABI et al., 2001). A PGE1 promove
vasodilatacdo direta e age na ativacdo da fibrindlise, na modulacdo da proliferacéo
celular, na fibrinogénese, na antiagregacdo plaquetéria, na atividade hemorreol6gica
sobre o eritrocito, na inibicdo e a na ativacdo de neutréfilos e na melhora da utilizacao
do oxigénio e da glicose pelos tecidos (MEHRABI et al., 2001; PACHER, 1997).

Além destes efeitos, ha evidéncias de que a PGEL estimula a angiogénese em
situacbes de isquemia miocardica (MEHRABI et al., 2003; MEHRABI et al., 2002;
MEHRABI et al., 2001). Em situacbes de isquemia periférica, seja aguda ou cronica,
ainda ndo ha relatos de estudos experimentais ou clinicos, utilizando a PGE1.

A prostaglandina E;, j& empregada na préatica clinica por sua acao
vasodilatadora, como uma droga indutora da angiogénese, através de uma via de
administracdo factivel, diminuindo a necessidade de intervencdes cirdrgicas nesses
pacientes e aumentando a sobrevida de forma produtiva dos mesmos.

Em ratos demonstrou-se que a PGE1 administrada por via intramuscular ou
endovenosa promoveu, em musculos esqueléticos de ratos submetidos a isquemia, 0
aumento no numero de capilares, identificAveis histologicamente e
imunohistoquimicamente, apés 14 dias de observacdo e também o aparecimento de
estruturas morfologicas, identificaveis por microscopia eletronica de transmissao,
compativeis com o fendbmeno de angiogénese e vasculogénese ((VIDIGAL, 2005;
TERUYA, 2005);, MORESCHI et al., 2007).

Assim, baseado em experiéncia anterior em modelos de isquemia, e a
oportunidade de aplicd-la em ratos obesos, uma vez que a obesidade € um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas vasculares, a proposta
desta pesquisa foi a de verificar o papel da PGE1 como estimuladora ou moduladora
dos processos de angiogénese na musculatura esquelética de membros caudais de

ratos obesos submetidos a um modelo de isquemia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar a acéo da Prostagandina E; sobre a génese de capilares sanguineos em

membro caudal isquémico de ratos obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizar e comparar os animais dos grupos obesidade e controle através das
variaveis antropométricas (peso corporal e adiposidade) e plasmaticas (glicose,

colesterol e triglicerideos).

e Comparar 0 numero de capilares e area da fibra muscular do membro caudal
isquémico entre os grupos obesidade e controle, submetidos as diferentes

formas e periodo de tratamento.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. Obesidade

Pela primeira vez na historia da humanidade o nimero de pessoas com excesso
de peso ultrapassou o de pessoas com desnutricdo, passando de um bilhdo e cem
milhdes de pessoas acima do peso em todo o mundo. A obesidade é considerada
atualmente uma epidemia global e um importante problema de salde publica em todos
0s paises industrializados, desenvolvidos e em desenvolvimento (GOMES et al., 2010).
Nesses paises, estima-se que 1/3 da populacdo tem obesidade grave que requer
tratamento para evitar o aparecimento de doencas e complicacdes (SEIDEL et al.,
2011).

Acredita-se que 1 milhdo de pessoas no mundo apresentam sobrepeso ou
obesidade (YANOVSKI; YANOVSKI, 2011), a mesma pode ser definida como um
distarbio da homeostasia energética, gerando um acumulo excessivo de tecido adiposo
(MENEZES, 2010). O conteldo de tecido adiposo que caracteriza a obesidade pode ser
avaliado de forma indireta em individuos adultos por meio do indice de Massa Corporal
(IMC), um indicador que utiliza o peso corporal em quilogramas dividido pelo quadrado
da altura, em adultos, um IMC igual ou maior que 30 Kg/m? o que caracteriza a
obesidade (GOULARTE, 2011).

A obesidade é uma sindrome de etiologia multifatorial que apresenta causas que
estdo sendo exaustivamente estudadas por pesquisadores em industrias farmacéuticas
e centros de pesquisas em universidades em todo o mundo. Mas tudo indica que o
grande numero de casos de obesidade, parece ser resultado de mudancas nos
alimentos, nos habitos alimentares e nos niveis de atividade fisica (MENEZES, 2010 e
GOULARTE, 2011).

Dados recentes apontam que desde 1970 a industria alimenticia vem realizando
modificagdes nos alimentos, resultando no aumento gradativo nos tamanhos das

porcdes de alimentos comercializados em supermercados, restaurantes e “fast-foods”.
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A frequéncia de realizacado das refeicbes em “fast-foods” tem sido associada de forma
positiva com maiores niveis de IMC e do risco de ganho de peso em adultos e criancgas.
Os alimentos consumidos fora de casa tendem a possuir maiores valores energéticos e
maiores quantidades de lipidios, carboidratos, acucares e s6dio, com menor consumo
de frutas, cereais e vegetais. Além disso, as modificagcbes na sociedade moderna que
tiveram inicio na metade do século 20 parecem contribuir para 0s menores niveis de
atividade fisica e o comportamento sedentario que parecem estar associados ao
desenvolvimento de sobrepeso e obesidade (GOULARTE, 2011).

A exposicdo a dietas ricas em gorduras e carboidratos similares aquelas dos
“fast foods” (dieta de cafeteria), por periodos prolongados, resultam em balanco
energético positivo, obesidade e resisténcia a insulina em humanos (ALMEIDA et al.,
2008). O grupo de pesquisa de Fisiologia do Esforco do Departamento de Fisiologia da
Universidade Estadual de Maringa tem demonstrado que em modelos experimentais
com roedores, dietas com alto teor de gorduras e carboidratos tém efeitos similares.

A crescente prevaléncia de obesidade no mundo tem levado os pesquisadores a
buscarem esclarecimentos sobre os mecanismos envolvidos no controle do peso
corporal, como estudos controlados e de longo prazo com humanos sao dificeis de ser
realizado, o uso de modelos animais que reproduzam as caracteristicas de humanos
obesos € de extrema importancia tanto para elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos
guanto para a busca de tratamentos preventivos e curativos para a obesidade e suas
complicacbes (GOULARTE, 2011).

A grande similaridade e homologia entre os genomas dos roedores e dos seres
humanos tornam esses animais uma importante ferramenta para estudar a obesidade,
pois permitem obter respostas em um curto espago de tempo, dez dias da vida de um
rato sdo aproximadamente um ano em humanos (DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE,
2006).

Alguns modelos de inducdo da obesidade em ratos s&o encontrados na
literatura, a caracteristica comumente observada entre eles é o aumento da ingestao
alimentar que podem ser provocadas por lesbes cerebrais de areas hipotalamicas,
envolvidas no controle da ingestao alimentar, como a regido ventromedial, por meio de

estimulacdo elétrica ou provocada por lesdo quimica por aplicacdo de drogas
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especificas na regido, como o glutamato monossodico, inducdo de obesidade por
mutacdo genética, ou modelos de “hight-fat diet” ou hipercalérica, (MENEZES, 2010 e
GOULARTE, 2011), este € o modelo mais simples de inducdo da obesidade e
possivelmente aquele que mais se assemelha a realidade da obesidade em humanos
(DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Dentro das opc¢bes das dietas hipercaldricas, existe um modelo experimental
muito vantajoso, por provocar uma obesidade semelhante a humana, que é induzida
por uma dieta altamente palatavel constituida por alimentos que fazem parte dos
hébitos alimentares humanos ocidentais, densos em energia, ricos em sodio e gordura
saturada e pobre em fibras, conhecido como dieta de cafeteria (MENEZES, 2010).

Esta dieta é fornecida juntamente com a racdo padréo de biotério e baseia-se em
uma escolha a vontade de alimentos processados que possuem uma elevada
quantidade de gordura e/ou carboidratos, o que a torna altamente caldrica. Os
alimentos empregados em adicdo a racao variam entre os estudos, mas observa-se a
utilizacdo de pado branco, queijo, chocolate, gordura animal, pipoca, cubos de acucar,
marmelada, salame, presunto, marshmallow, entre outros. A exposicdo a dieta pode ter
inicio 7 dias apés o parto, aos 21 dias de idade ou quando adultos. Em geral, a duracéo
do modelo de dieta de cafeteria varia entre 3 a 8 semanas, embora duragdo maior que
5 meses tenha sido descrita na literatura. Entre as consequéncias do acesso ad libitum
aos alimentos hipercaléricos e ricos em carboidratos refinados e gordura saturada
entdo o padréo alimentar hiperfagico e hipercal6rico, ganho de peso corporal e aumento
excessivo da massa de tecido adiposo e alteracdes metabdlicas semelhantes as que
acontecem em humanos obesos (GOULARTE, 2011).

O aumento de obesidade entre a populagdo humana causa profundas
consequéncias econdmicas em relagdo a custos médicos diretos e indiretos, por estar
associada com o aumento do risco de desenvolvimento de doengas que diminuem a
qualidade e a expectativa de vida, podendo levar a morte prematura. Dentre as
doencas mais comumente citadas ocasionadas pela obesidade podemos destacar o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), piora da funcao reprodutiva, alteracées do perfil lipidico,
aumento dos niveis pressoricos, canceres e doencas cardiovasculares (MENEZES,
2010).
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3.2. Obesidade e doencgas vasculares

A associacdo da obesidade com fatores de risco classicos para doencas
cardiovasculares, como hipertensdo arterial, diabetes melito, dislipidemias e sindrome
metabdlica, é conhecida ha bastante tempo. Porém, o conhecimento mais recente de
gque, mesmo apOs o controle dessas doencas associadas, 0 risco de eventos
cardiovasculares permanece elevado, fez com que hoje em dia se considere a
obesidade como fator de risco cardiovascular independente (GOMES et al., 2010).

As doencas cardiovasculares representam um termo amplo que inclui varias
doencas cardiacas e vasculares mais especificas, dentre elas podemos citar a doenca
arterial periférica (DAP), no Brasil atinge quase 10,5% da populacdo geral sendo mais
prevalente em idosos e geralmente ocorre em individuos que ja apresentam outras
doencas cronicas estabelecidas tais como hipertensdo Arterial, diabetes melito,
dislipidemias, obesidade e cardiopatia. A doenca arterial periférica € causada por
lesBes aterosclerodticas que diminuem o fluxo sanguineo nos tecidos distais a estenose
arterial gerando isquemia, sendo mais comumente observada nos membros inferiores
(BARBOSA et al., 2011).

A gravidade da doenca é caracterizada pelas limita¢cdes que a isquemia causa na
vida diaria do doente. Se ela s6 se manifesta com esforcos maiores do que os
quotidianos, ndo sdo considerados incapacitantes; quando impede as tarefas diarias, €
considerada incapacitante. Devem, ainda, considerar-se as limitagbes sobre as
atividades profissionais e dos tempos livres, assim como sobre aspectos
potencialmente mais exigentes da vida diaria. A sintomatologia pode variar entre
gueixas de dor até quadros mais graves de Ulceras e gangrenas. A terapéutica da
doenca arterial periférica pode ser genericamente dividida em dois grandes grupos. O
primeiro engloba as medidas preventivas e corretivas dos fatores de risco e o segundo
a terapéutica farmacoldgica e cirdrgica (FERREIRA; BARROSO; DUARTE, 2010).
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Figura 01. Figura ilustrativa mostrando o ciclo vicioso da incapacidade fisica
provoca pelas doencas arteriais periféricas, envolvendo a obesidade e
dislipidemia na génese da doenca.

Muitos pacientes com doenca arterial periférica crénica com comprometimento
do leito arterial primitivo ndo apresentam resposta satisfatéria ao tratamento clinico
medicamentoso e comumente ndo apresentam condigbes clinico cirdrgicas para
alternativa operatoria de revascularizacdo direta ou angioplastia. O tratamento nessas
condi¢cdes e normalmente paliativo e com resultados limitados. Nesses casos, uma
opcédo terapéutica seria a estimulacdo artificial da neoformacdo vascular pelo proprio
organismo, a angiogénese, para compensar o territério vascular comprometido
(MORESCHI et al., 2007).

Mais recentemente, tém surgido na literatura estudos experimentais e clinicos
envolvendo o estimulo a angiogénese, arteriogénese, vasculogénese como alternativa
para esses casos. A vasculogénese foi definida como formacdo de novos vasos
sanguineos in situ, em local onde ndo ha vasos, a angiogénese foi estabelecida como
brotamento de novos vasos a partir de células endoteliais (CE) diferenciadas de um
vaso pré-existente e a arteriogénese € um processo mais conhecido dos cirurgides
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vasculares, que consiste em desenvolvimento de circulagdo colateral, tendo como
precursoras as anastomoses vasculares pré-existentes (YOSHIDA, 2005).

Angiogénese, juntamente com arteriogénese e vasculogénese é um processo
fundamental no reparo da isquémica em animais adultos, incluindo os seres humanos.
A hipoxia induzida por fator 1 (HIF-1) desempenha um papel central na mediacdo de
respostas adaptativas a isquemia, expressando citocinas angiogénicas e fatores de
crescimento. Esses fatores de crescimento angiogénicos sdo o sinal para fazer circular
as células angiogénicas (CACs), que sdo mobilizadas da medula éssea para o sangue
e recruta-las para os tecidos alvo para promover a vascularizacdo (SARKAR;
SEMENZA, 2011).

Dessa maneira, promover a neovascularizacdo em tecidos isquémicos € uma
estratégia promissora para o tratamento de doenca vascular periférica quando a

revascularizacao cirargica ndo é possivel (SARKAR; SEMENZA, 2011).

3.3. Prostaglandina e terapia angiogénica

A terapia angiogénica é uma técnica promissora que, baseada em estudos
experimentais, demonstra que fatores de crescimento ou genes sdo capazes de
aumentar a densidade capilar, podendo, desse modo, ser essa técnica utilizada para
reduzir o impacto da isquemia muscular e aumentar o fluxo sanguineo para o tecido
isquemico, bem como auxiliar na formacdo de uma circulagcdo colateral. Muitas
substancias tem a habilidade de intensificar o processo de angiogénese para
compensar a isquemia do tecido (GONCALVES, 2006).

A Prostaglandina E1 (PGE1) pode ser citada como uma dessas substancias
utilizada para terapia angiogénica, conhecida por promover vasodilatacdo e inibir a
agregacdo plaquetaria, uma droga tolerada, de facil administracdo e relativamente
pouco dispendiosa, que age sobre as células endoteliais humanas promovendo o
processo angiogénico: a proliferacdo, migracdo e formacgédo de estruturas semelhantes
a capilares (GONCALVES, 2006).
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Os estudos sobre a angiogénese (ou neovascularizagcéo) surgiram a partir de
1935 com a utilizagc&o da placenta humana (CALUX et al., 1998). Este termo designa as
etapas pelas quais novos vasos sanguineos vao se desenvolver a partir de uma
estrutura endotelial pré-existente, como é o caso da formacao de vasos no adulto, em
resposta as demandas teciduais (DONNELY; YEUNG, 2002; COUFFINHAL et al., 2001;
KENPINAS, 2002; FOLKMAN, 1971).

Trata-se de um processo complexo, com varias fases, que inclui a ativacdo das
células endoteliais e pericitos, com aumento do volume do nucléolo e hipertrofia das
células endoteliais; degradacdo da membrana basal do vaso-mée; migracdo e
proliferacdo das células endoteliais; formacdo do lumen vascular; migracdo e
proliferacéo dos pericitos a partir dos vasos pré-existentes e sua deposicdo em torno de
novos capilares; alteracdo da matriz extracelular e formacédo de nova membrana basal,
formacao das alcas capilares; persisténcia e diferenciacdo dos capilares neoformados;
formacao da rede capilar e organizagao dos vasos maiores (BECKER, 1994; CLOVER,;
MCCARTHY, 2003; CALUX, 1998; FOLKMAN, 1971; YANCOPOULOS et al., 2000;
SPECK, 1999).

Esta fase inicial € mediada por varios fatores de crescimento, incluindo o Fator
de Crescimento do Fibroblasto (FGF), o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) e o Fator de Crescimento da Insulina (IGF-1), todos com afinidade pela
heparina, sendo mitogénicos e estimulando as células endoteliais a migrarem e
formarem novos vasos (CALUX, 1998). Entre outros fatores de crescimento estdo, as
citocinas, as proteases e 0s inibidores da protease provenientes de mondcitos ativados,
de células endoteliais, de células musculares lisas e de plaquetas (BECKER, 1994,
CLOVER; MCCARTHY, 2003; FOLKMAN, 1971; YANCOPOULOS et al., 2000; ABO-
AUDA; BENZA, 2003).

Apoés esta fase, ocorre um estagio subsequente de estabilizagdo dos vasos
neoformados, com a participacdo de outros fatores angiogénicos, como a angiopoitina-
1, a angiopoitina-2 e o fator de crescimento derivado de plagueta (BECKER, 1994;
CLOVER; MCCARTHY, 2003), além da proteina-1 quimiotatica do monécito (MCP1)
(LINDNER; MACING, 2001).
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Varias substancias tém sido usadas na inducdo e ou manutencdo da
angiogénese, tais como: o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), o Fator de
Crescimento do Fibroblasto (FGF), o Fator de Crescimento da Insulina (IGF-1), Fator de
Necrose Tumoral (TNF), Fator de Crescimento da Célula Endotelial derivado de
Plaguetas (PD-ECGF), fator de crescimento placentario, fator de crescimento do
hepatécito, fator de crescimento da epiderme, diversas moléculas de baixo peso
molecular, como angiopoitina, butinil-glicerol, prostaglandinas E1 e E2, nicotinamida,
adenosina, leptina, proliferina, tirosina, interleucina 8, produtos do &cido hialurénico,
acido hidroxucosatrindico e &cido ohadico, e complexos de cobre (ISNER; ASAHARA,
1999; SPECK, 1999; ABO-AUDA; BENZA, 2003; HENRY, 1999; EMANUELI,
MADEDDU, 2001). A limitacdo do uso de tais drogas esta relacionada com a resposta
ao estimulo angiogénico artificial, pois ha uma tendéncia natural para regressao do
processo, a menos que ocorra uma remodelacdo para maturacdo e se tornem estaveis
(CLOVER; MCCARTHY, 2003; DARLAND; D’AMORE, 1999).
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Figura 02. Figura ilustrativa do processo de angiogénese e vasculogénese
mediado por isquemia e fatores angiogénicos.
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4 METODOS

4.1. Amostra

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) da Universidade Estadual de Maringd (UEM) — Parana sob o parecer n°
137/2010.

Foram utilizados 57 ratos (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar-UEM,
machos, procedentes do Biotério Central da UEM. A experimentacao foi desenvolvida
nos laboratorios de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e laboratério de Histologia
Animal, do Departamento de Ciéncias Morfolégicas da UEM.

Os animais com 60 dias de vida, provenientes do Biotério central da UEM foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia, sob temperatura de 23°C
com ciclo de iluminagéo claro/escuro de 12hs. Os animais foram acondicionados em
namero de 4 ratos/caixa, durante um periodo de 4 meses no qual um grupo foi
alimentado com dieta normal (racdo Nuvital-Nuvilab®) (grupo controle) e outro foi
alimentado com dieta hipercaldrica, também denominada cafeteria, para inducédo de

obesidade (grupo obeso).

4.2. Tipos de dieta dos animais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grandes grupos, um no
qual foi induzido a obesidade e outro grupo controle (ndo induzido a obesidade). No
grupo obesidade a dieta hipercalérica (cafeteria) foi iniciada aos 60 dias de idade dos
animais. Esta dieta hipercaldrica era constituida por alimentos como: chips sabor queijo
ou bacon, geleia de mocot6, pacoca de amendoim, salsichas, mortadela, refrigerantes
do tipo cola ou guarana, péo francés, bolachas do tipo recheada e do tipo wafer, racdo
e agua ad libitum, e esses alimentos foram divididos nos dias da semana, de acordo

com a tabela 1 e foi mantida durante todo o periodo experimental.
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Os animais controle vinham do biotério central recebendo dieta padrdo com
racdo (Nuvital ®) e agua ad libitum e esta dieta foi mantida durante todo o periodo

experimental.

Tabela 01. Distribuicdo semanal dos alimentos oferecidos aos animais participantes do
grupo induzido a obesidade por dieta hipercal6rica (cafeteria).

Dias da Semana Alimentos

Mortadela, chips sabor bacon, bolacha waffer, geleia de mocoto,
racao, refrigerante e agua.

Segunda-feira

Salsicha, chips sabor queijo, bolacha recheada, ragéo, refrigerante

Terca-feira .
e agua.

Quarta-feira P&o branco, pacoca de amendoim, ragao, refrigerante e agua.

Quinta-feira Mortadela, chips sabor bacon, bolacha waffer, racéo, refrigerante e
agua.

Sexta-feira Salsicha, chips sabor queijo, bolacha recheada, racéo, refrigerante
e agua.

4.3. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grandes grupos
denominados como grupo obesidade (induzido a obesidade por dieta hipercalérica) e
grupo controle (ndo induzido a obesidade e alimentado com dieta padrdo),
redistribuidos dentro dos dois grandes grupos em dois subgrupos de acordo com a
forma de procedimento de tratamento que foram submetidos isquemia cirdrgica
(Isquemia) e isquemia cirurgica e aplicacao intramuscular de prostaglandina (PGEL1), e
dentro dos subgrupos que foram distribuidos de acordo com o tratamento aplicado,
novamente foram redistribuidos em dois subgrupos de acordo com o periodo que foi
sacrificado apés o tratamento aplicado (14%ia e 28°dia), como segue na figura 01

abaixo.
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QUADRO 01. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tipo de dieta alimentar,
tipo de tratamento submetido e periodo que o animal foi morto apds o tratamento aplicado.

4.4 Procedimentos de inducéo da isquemia

Aos 180 dias de idade os animais foram anestesiados por via intramuscular, com
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun® e cloridrato de
quetamina (Ketalar®) na relacdo 1:1, empregando-se desta associacdo 1 ml. Kg™* peso
corporal. Aguardou-se até que os reflexos interdigital e ocular desaparecessem. A
ventilagdo pulmonar foi mantida de maneira espontanea. Quando houve sinais de
superficializacdo da anestesia foi aplicado mais 0,1 ml da mesma solucdo anestésica.

ApoOs a tosquia da regido medial do membro caudal direito, os animais foram

posicionados em decubito dorsal horizontal sobre a mesa operatoria, com imobilizacao
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dos membros toracicos e caudais, com elasticos. A antissepsia foi realizada com tintura
de polivinilpirolidona-iodo a 1% e a delimitacdo do campo operatorio.

Foi feita uma incisdo longitudinal com bisturi lamina 15 interessando pele e tela
subcutanea, estendendo-se distalmente do ligamento inguinal até um ponto préximo a
patela. Apds a identificagcdo do feixe vasculo-nervoso, a artéria femoral foi dissecada
em toda sua extensdo, desde a regido inguinal até a artéria poplitea, usando-se lupa
cirdrgica com aumento de 3x. A artéria iliaca externa foi dissecada e ligada com fio de
algodao 4-0. A artéria femoral foi completamente excisada, desde sua origem proximal,
na artéria iliaca externa, até a sua porcao distal, onde ocorre a bifurcacdo em artérias
safena e poplitea. Deste modo provocou-se a isquemia no membro caudal dos ratos.
Os planos anatémicos foram aproximados e a pele suturada com fio de poliamida 5-0.

Até a recuperacdo da anestesia os animais foram observados quanto ao reflexo
ocular (pela estimulacdo da palpebra superior com gaze), frequéncia respiratéria
(observacdo direta dos movimentos téraco-abdominais) e frequéncia cardiaca

(verificada com estetoscopio pediatrico fixado na regido anterior do torax).

Figura 03. Fotografias da regido medial do membro caudal de rato, apds incisao
da pele e tela subcuténea (A), mostrando a disposi¢ao do feixe vasculo-nervoso
com destaque para artéria femoral isolada e dissecada em toda sua extens&o
(B), aplicagcdo de injecdo intramuscular de PGE1 (C) e fechamento da inciséo
cirtrgica (D).
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4.4.1. Aplicacédo da Prostaglandina E 1(PGE1) ap0s isquemia

Imediatamente apds o procedimento de isquemia e antes da sutura da pele, a
PGE1, na dose de 5 pg.Kg™, foi cuidadosamente injetado nos animais obesos e
controle do subgrupo tratado com prostaglandina, utilizando-se seringas de 1 ml e
agulhas 30 G2, via intramuscular, em pontos equidistantes, diretamente nos musculos
gracil e vasto medial do membro caudal.

Cada ampola continha 20 pg de Alprostadil® (PGE1), sendo apresentada sob a
forma liofilizada. A diluicao foi feita em 5 ml de agua destilada, obtendo-se assim uma

concentragdo de 4 pg.ml™.

4.5. Dados de Observacéao

Os animais foram observados por um periodo de 14 e 28 dias ap6s a
administracdo da prostaglandina E1, durante o periodo de observacao os animais foram
examinados diariamente quanto a presenca de hematoma, deiscéncia infeccdo ou
isquemia da borda da ferida, a ocorréncia de necrose da pele, dedos ou gangrena e

observados quando a presenca de claudicacéo ou paralisia.

4.6. Eutanasia e coleta dos tecidos

Os animais foram pesados e em seguida anestesiados com cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun®) e cloridrato de quetamina (Ketalar®) na
relacdo 1:1, empregando-se desta associacdo 1 ml.Kg™' peso corporal. Apés foi feita
incisdo na regido medial do membro caudal, isolada a area onde a artéria femoral foi
dissecada, e um segmento englobando tecido muscular e o feixe vasculo-nervoso foi

retirado (Figura 04).

Para a andlise das variaveis antropométricas, foi realizada a laparotomia para a
retirada dos tecidos adiposos periepididimal, retroperitoneal, subcutaneo e mesentérico
e pesagem dos mesmos em balanca analitica. Para cada animal, foi realizada coleta de
uma amostra de sangue para avaliacdo plasmatica de glicose, colesterol e
triglicerideos. Apos a coleta dos tecidos e ainda sob efeito anestésico os animais foram

submetidos a superdosagem de anestésico induzindo a parada cardiorrespiratoria.
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Figura 04. Fotografia mostrando a pecga
retirada para o procedimento histologico
do membro caudal isquémico, contendo
tecido muscular e o feixe vasculo-nervoso
sem a artéria femoral.

As amostras contendo tecido muscular e o feixe vasculo-nervoso foram fixadas
em paraformaldeido 10% tamponado. Apés um periodo de fixacdo de 24 horas, as
amostras foram processadas para inclusdo em parafina. Cortes histologicos semi-
seriados de 5 um. As laminas foram corados com hematoxilina e eosina (H&E), para
avaliacdo histomorfométrica das fibras e contagem de vasos e para procedimento
imunohistoquimico para a deteccdo da expressdo do fator de crescimento vascular

endotelial (VEGF- vascular endothelial growth factor).
4.7. Estudo Histomorfométrico

Para a analise da area de seccédo transversa foram capturadas imagens com
camara Q Capture Olympus adaptada a microscopio Olympus BX41 (Toquio, Japao)
com objetiva de 40X. A area de aproximadamente 100 fibras/animal foi determinada

com auxilio de um software Image Pro-Plus e os resultados foram expressos em pm?.
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4.8. Determinagdo do numero de capilares sanguineos

Para contagem dos capilares, foi utilizado um reticulo de 10x10 pontos, acoplado
& ocular em microscépio 6ptico Olympus®BX41 (Téquio, Jap&o) com a objetiva de 40x.
O numero de capilares foi determinado nos cortes histolégicos, totalizando 60 campos
microscoépicos/animal, sendo que cada campo mediu 0,24 mm? As contagens foram
realizadas por dois observadores e os resultados foram expressos como a média das

duas contagens.
4.9. Reagdo imunohistoquimica

Cortes histologicos foram submetidos a reacdo imunohistoquimica para deteccao
do Receptor-3 do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) presente nas
células endoteliais. ApO6s desparafinizacdo e reidratacdo foi feita o bloqueio da
peroxidase enddgena em solucdo de perdxido de hidrogénio 2% em metanol por 10
minutos. Apds o bloqueio dos sitios inespecificos em BSA, as laminas foram incubadas
overnight a 4°C com anticorpo primario anti-VEGF (Invitrogen, New York, EUA)
produzido em coelhos. Para a revelacdo das laminas foi utilizado kit Histostain®-Plus
Peroxidase Invitrogen® 2nd Generation LAB-SA Detection System. Os cortes foram
lavados com agua destilada, desidratados em alcool 96% e xilol e montados com resina
Permount. A marcacdo qualitativa dos capilares sanguineos foi analisada em

microscopio 6ptico (Olympus® BX41) para a determinagéo da positividade da reacao.

4.10. Avaliacao das dosagens plasmaticas

As amostras de sangue retiradas foram utilizadas para a determinagdo das
concentracdes plasméticas de glicose, colesterol total e triglicerideos através de kits de
métodos enzimaticos colorimétricos Gold Analisa Diagnésticos® (Belo Horizonte, Brasil)
em espectrofotdmetro BIOPLUS UV 2000® (S&o Paulo, Brasil).
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4.11. Anélise Estatistica

Foi feito uso da média e desvio padréo para a analise descritiva dos dados. A
andlise inferencial foi feita a partir da Analysis of Variance (ANOVA) mista de medidas
repetidas para analise da &rea das fibras e nimero de capilares com interagdo entre
grupos de procedimentos (isquemia, salina e PGE1), momentos de sacrificio (14°dia e
28%ia) e estado nutricional (obesidade e controle). A homogeneidade de variancia dos
dados foi confirmada a partir do teste de Levene, para a comparagao entre os ratos
sacrificados no 14°%ia e 28°dia, para a comparacdo entre os animais do grupo
obesidade e controle. Ja para as variaveis antropométricas e plasméticas, foi utilizado o
teste t de Student para amostras dependentes. O nivel de significancia foi pré-

estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

Como um dos interesses do estudo foi analisar a interferéncia da obesidade
sobre a acdo e o tempo de acdo da prostaglandina E; e seu poder angiogénico no
membro caudal isquémico, os resultados obtidos foram divididos e comparados entre a
condicao controle e obesidade.

Na avaliacdo macroscépica ndo houve problemas de inflamacéo ou infeccédo nas
feridas operatorias, deiscéncia de sutura, sinais de isquemia, como cianose, hipotermia,

gueda de pélos, necrose ou claudicacdo do membro caudal isquémico.

Tabela 02. Comparacao das variaveis antropométricas, adiposidade e variaveis plasmaticas de
ratos com obesidade induzidos por dieta de cafeteria e ratos controle, alimentados com dieta
padrdo que tiveram o membro caudal direito isquémico e receberam prostaglandina E1
intramuscular ou foram submetidos a isquemia e ndo receberam tratamento. Os animais foram
mortos aos 14 ou 28 dias apoés o procedimento de isquemia.

Controle Controle Obeso Obeso
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
MEDIDA ANTROPOMETRICA
Peso Corporal (9)  409,4+ 7,6 414,8 £ 10,2 473,8 + 66,3* 480,6 + 66,7*
ADIPOSIDADE
Gordura retroperitoneal (g) 6,4+0,8 73+1,9 13,8 + 4,5% 14,3 + 6,8*
Gordura periepididinal (g) 52+05 6,2+15 11,2 + 4,6* 10,5 +5,1*
Gordura subcutéanea (g) 19+0,1 26+0,8 3,2+1,0 4,2 +1,9*
Gordura mesentérica (g) 3,3+0,3 45+172 9,3+ 3,9* 9,2 +3,8*
Somatério gorduras (g) 16,8+1,6 20,7 +4,7 38,1+12,9* 39,0 + 16,8*
MEDIDAS PLASMATICAS
Glicemia (mg/dL) 137,1+5,7 135,2+ 3,0 151,1+21,2 145,8 + 25,7
Colesterol total (mg/dL) 81,9+3,3 89,1 +3,9 89,9+6,9 85,2+ 9,1
Triglicerideos (mg/dL) 65,1+2,8 62,4+9,8 84,8 + 28,7* 87,4 + 30,7*

Nota: * p <0,05 significancia em relagéo ao grupo controle de mesma idade.

Na tabela 02 estdo apresentados os dados referentes aos valores expressos em
gramas (g), de peso corporal, dos diferentes territérios de distribuicdo do tecido adiposo
e 0 somatorio das gorduras (retroperitonial, periepididimal, subcutanea e mesentérica) e
das medidas plasmaticas expressas em micrograma/decilitro (mg/dl), glicemia,
colesterol total e triglicerideos, dos animais do grupo obesidade e controle, sacrificados
aos 14 dias e aos 28 dias de observacao, isquémicos e isquémicos com aplicacao de
prostaglandina E1.



34

Os animais dos grupos obesidade 14 dias e 28 dias, que tiveram acesso a dieta
de cafeteria ao longo de todo o periodo experimental apresentaram valores
significativamente maiores de peso corporal, adiposidade e somatério das gorduras
gquando comparados com seus controles de 14 e 28 dias, que foram alimentados ao
longo de todo experimento com dieta padrdo (racdo). Em relagdo as variaveis
plasmaticas, os niveis de triglicerideos foram significativamente maiores nos grupos
obesidade 14 e 28 dias quando comparados com seus controles, e ndo houve diferenca
significativa das variaveis glicemia e colesterol total entre os grupos obesidade e
controle.

A figura 05 apresenta o numero de capilares encontrados nos cortes histol6gicos
corados com HE dos animais do grupo obesidade e controle, sacrificados aos 14 dias e
aos 28 dias de observacao, isquémicos e isquémicos com aplicacdo de prostaglandina
E1. Nao foram observadas diferencas significativas para os animais controle.

Os animais do grupo obeso, isquemia com injecdo + PGE1l, 14 dias,
apresentaram significativamente um maior niamero de capilares (9,3 = 0,3) quando
comparado com o grupo obeso, isquemia, 14 dias (5,5 £ 0,5) e o grupo controle,
isquemia + PGEL1, 14 dias (5,7 £0,8).

Os animais do grupo obeso, isquemia + PGE1l, 28 dias, apresentaram
significativamente um maior nimero de capilares (10,2 + 0,5) quando comparados com
grupo obeso, isquemia, 28 dias (7,2 + 03); grupo obeso, isquemia, 14 dias (5,5 £ 0,5),
grupo obeso, isquemia + PGE1, 14 dias (9,3 + 0,3) e controle, isquemia + PGE1, 28

dias.
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Figura 05. Numero de capilares quantificados por cortes
histolégicos corados com técnica de Hematoxilina Eosina (HE) para
animais controles (A) e obesos (B) avaliados aos 14 e 28 dias apés
procedimento de isquemia ou isquemia com injecdo de
prostaglandina E1. Valores mostram médias + EPM de 4 a 6 animais
por grupo, * P< 0,05 em relacdo ao grupo obeso isquemia, # P< 0,05
em relag&o ao grupo controle isquemia + PGEL.
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A figura 06 mostra fotomicrografias de capilares sanguineos ao redor da fibra
muscular esquelética, capturadas em microscopia de luz de cortes histologicos corados
com HE e no aumento de 40x, de ratos do grupo obesidade, isquémicos com aplicacdo
de PGEL1, sacrificados com 14 e 28 dias de observacdo e com aumento de 10x,
imagem de rato do grupo controle, isquémico com aplicacdo de PGEL1, sacrificado com
28 dias de observacdo. Inferindo uma maior quantidade de capilares no grupo

obesidade, isquémicos com aplicacdo de PGE1, com 28 dias de observacao.

Figura 06. Fotomicrografias do musculo esquelético isquémico do membro
caudal direito de ratos. Observado a distribuicdo de capilares sanguineos ao
redor das fibras musculares em animal obeso tratado com PGE1 observado por
(A) 14 dias ap6s tratamento (B) 28 dias apés tratamento e (C) em animais
controle tratados com PGE1 observados por 28 dias.
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Figura 07. Area da fibra muscular de membro caudal isquémico de
animais controles (A) e obesos (B) avaliados aos 14 e 28 dias por
técnica de Hematoxilina Eosina (HE) apés procedimento de
isquemia ou isquemia com injecdo de prostaglandina E1. Valores
mostram médias + EPM de 4 a 6 animais por grupo, * P< 0,05 em
relacdo aos demais grupos obesos, # P< 0,05 em relagdo ao grupo
controle isquemia, ** P < 0,05 em relacdo ao grupo | + PGE1 14
dias.
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A figura 07 apresenta a area da fibra muscular encontrados nos cortes
histologicos corados com HE dos animais do grupo obesidade e controle, sacrificados
aos 14 dias e aos 28 dias de observacao, isquémicos e isquémicos com aplicacao de
prostaglandina E1. Também para os animais controles ndo foram observados

diferencas relacionadas a aplicacdo da PGE1, nem do tempo de aplicacé&o.

Os animais do grupo obeso, isquemia, 14 dias apresentaram significativamente
uma maior area de fibra muscular (11137 + 613 um?) quando comparado com grupo
obeso, isquemia + PGE1, 14 dias (8131 + 234 um?); grupo obeso, isquemia, 28 dias
(7701 + 570 um?), grupo obeso, isquemia + PGE1, 28 dias, grupo controle, isquemia, 28
dias (5287 + 244 um?) e grupo controle, isquemia, 14 dias.

Os animais do grupo obeso, isquemia + PGE1l, 14 dias, apresentaram
significativamente uma maior area de fibra muscular quando comparados com o0 grupo
obeso, isquemia + PGEL, 28 dias,

A figura 08 mostra a razdo capilar/fibra muscular, encontrada nos cortes
histol6gicos corados em HE dos animais do grupo obesidade e controle, sacrificados
aos 14 e 28 dias de observacdo, isquémicos e isquémicos com aplicacdo de
prostaglandina E1.

Os animais do grupo obeso, isquemia + PGE1l, 28 dias (1,71 £ 0,10),
apresentaram valores significativamente maiores em relagdo aos grupos: grupo obeso,
isquemia, 28 dias (0,93 + 0,06); grupo obeso, isquemia, 14 dias (0,49 £ 0,10); grupo
obeso, isquemia + PGEL, 14 dias (1,14 + 0,06) e grupo controle, isquemia + PGE1, 28
dias (0,99 £ 0,10).
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Figura 08. Raz&o capilar/ fibora muscular de membro caudal isquémico de
animais controle (A) e obesos (B) avaliados aos 14 e 28 dias p0s técnica de
hematoxilina e eosina (HE) apds procedimento de isquemia ou isquemia com
injecdo de prostaglandina E1. Valores mostram médias + EPM de 4 a 6 animais
por grupo, * P < 0,05 em relacdo aos grupos obesos e # P< 0,05 em relagdo ao
grupo controle | + PGEL1 28 dias.
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Pela técnica de imunohistoquimica com os anticorpos primarios, anti-VEGF para
deteccdo do receptor-3 do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), foi
possivel identificar marcacdes determinando a positividade da reacdo. Na figura 09
podemos observar capilares marcados dos animais obesos em comparacdo aos

animais controle.

Figura 09. Fotomicrografia do musculo isquémico de rato (A) obesos e (B) magro.
As setas indicam capilares imunocorados com VEGF entre as fibras musculares.
(*) representa uma vénula com heméaceas. Aumento original: 100x.
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6 DISCUSSAQO

A obesidade é considerada uma doenca caracterizada pelo acumulo excessivo
de tecido adiposo, prevalente na populacdo mundial e em todas as faixas etarias. O
grande numero de casos de obesidade parece ser resultado de mudancas nos habitos
alimentares, como dietas hipercaloricas e lipidicas e de habitos de vida como a reduc¢éo
da prética de atividade fisica. O acumulo excessivo de tecido adiposo esta associado
com o surgimento de uma série de doencas, também altera o perfil lipidico com
aumento dos triglicerideos, lipoproteinas de baixa densidade e reducdo das
lipoproteinas de alta densidade, afeta o perfil glicEmico desses individuos predispondo
ao desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2, além de estar relacionada com o
excesso de mortalidade decorrente de doencas cardiovasculares (GOULARTE, 2011).

O uso de modelos animais na pesquisa cientifica usualmente objetiva
reproduzirem experimentalmente e de forma controlada uma série de doencas que
acometem os seres humanos, frente a grande prevaléncia de obesidade no mundo os
modelos animais que reproduzem as caracteristicas de humanos obesos sao de
extrema importancia para elucidar uma série de fatores envolvidos com a obesidade e
suas consequéncias.

No presente estudo foi introduzido para alguns grupos de animais (grupo
obesidade), um modelo experimental de dieta muito vantajoso, por provocar uma
obesidade semelhante a humana, que é induzida por uma dieta altamente palatavel
constituida por alimentos hipercaléricos e lipidicos que fazem parte dos habitos
alimentares das pessoas de paises ocidentais, conhecido como dieta de cafeteria.

Nesse grupo de animais quando comparados com o0s controles, ndo foi
observado altera¢cdes nos niveis de colesterol total ou glicemia, independente das
variaveis: momento do sacrificio (aos 14 ou 28 dias pds- procedimento de tratamento)
ou tratamento aplicado (isquemia ou isquemia com injecdo intramuscular de
prostaglandina). Entretanto, houve aumento dos triglicerideos, peso corporal e

somatorio das gorduras significativamente em relagdo aos grupos controle, inferindo
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que o tipo de dieta hipercaldrica e lipidica (cafeteria) aplicado aos animais foi eficaz
para promover modelos de obesidade e mimetizar riscos cardiovasculares.

Vérios estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a obesidade aumenta
significativamente o risco de morbidade e mortalidade por causas cardiovasculares,
sendo muitas vezes considerado um fator de risco cardiovascular, independente de
alteracdes na pressao arterial, resisténcia a insulina, ou niveis de colesterol (REHMAN
et al., 2003).

Com o envelhecimento da populacdo e um aumento na prevaléncia de doencas
ateroscleroticas tais como diabetes mellitus, dislipidemia, obesidade e hipertenséo, ha
um namero crescente de pacientes com isquemia de membros. O nimero de pacientes
com artérias severamente doentes que ndo podem ser eficazmente tratados com as
técnicas de revascularizacdo atuais aumentou, e por causa da isquemia grave perdem
0 membro, assim afetando negativamente a qualidade de vida (ESAKI et al., 2009).

Apesar dos avancos da medicina, persiste alta a incidéncia da oclusdo arterial
dos membros, decorrente do aumento dos fatores de risco e da aterosclerose. E uma
doenca grave que apresenta, inclusive, frequéncia elevada de amputacdes dos
membros e de 6bito. A isquemia gerada pela obstrucdo arterial leva a faléncia
energética da célula muscular, a reacdo inflamatéria e a alteracdes bioquimicas
(SILVEIRA; YOSHIDA, 2004).

A vasculatura do musculo esquelético pode remodelar-se para melhorar a oferta
de oxigénio para o musculo ativo. A remodelacdo ocorre quando a vasculatura existente
torna-se insuficiente para atender as demandas metabdlicas dos tecidos, secundario a
qualquer aumento da atividade muscular ou obstrucdo vascular (insuficiéncia arterial
periférica). Dois tipos distintos de remodelagdo vascular podem ocorrer no musculo
esquelético frente a isquemia, a arteriogénese e a angiogénese. Arteriogénese e
angiogénese diferem em varios niveis, a arteriogénese envolve o alargamento das
artérias existentes e envolve tanto a proliferacdo de células endoteliais e do musculo
liso. A angiogénese envolve o crescimento de novos capilares dentro do musculo a
partir de um vaso pré-existente (LLOYD et al., 2005).

A angiogénese consiste no desenvolvimento de novos vasos sanguineos num

tecido vivo. Este processo depende da proliferacdo de células endoteliais vasculares e
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normalmente ocorre em resposta a certos estimulos. As teorias fisiopatoldgicas atuais
salientam o fato de a angiogénese depende de um equilibrio delicado entre fatores
estimuladores e fatores inibidores da angiogénese. De acordo com este principio, a
angiogénese pode ser o resultado de um excesso de atividade dos fatores
estimuladores ou de uma reducgéo da atividade dos fatores inibidores da angiogénese
(WHITE et al., 1998).

Os reguladores positivos da angiogénese conhecidos como fatores
angiogénicos, podem ser divididos em dois grandes subgrupos: os fatores de
crescimento e as citocinas. Entre os fatores de crescimento podemos citar, o fator de
crescimento do fibroblasto, o fator de crescimento derivado das plaquetas, o fator de
crescimento vascular endotelial, fatores de crescimento semelhantes a insulina e
fatores estimulantes da multiplicacdo de granuldcitos e mondcitos, entre outros. Ja entre
as citocinas, as mais citadas na literatura sao as interleucina 6 e 8 (LLOYD et al., 2005).

A revascularizacdo tecidual é estimulada pelo préprio tecido sob hipoxia,
desencadeando a proliferacdo e reorganizacdo das células endoteliais vasculares, os
musculos esqueléticos e o miocardio aumentam a densidade capilar e/ou a relacdo de
capilares por fibra muscular, para manter ou melhorar o balago funcional entre
demanda e liberacao de oxigénio (SILVA et al., 2009).

Apds a isquemia, o processo de angiogénese se inicia em um periodo de 1 a 3
dias, atingindo o pico da proliferacdo por volta de 7 dias e havendo, a partir de entéo,
uma regressao rapida e progressiva no numero de vasos neoformados até 28 dias.
Dessa forma para a manutencédo do efeito angiogénico iniciado pela isquemia seria
necessario a utilizacédo de fatores angiogénicos artificiais que estimulem a manutencao
da angiogénese (terapia angiogénica) (MORESCHI et al., 2007).

A demonstracéo de que alguns fatores de crescimento vascular tém o potencial
de induzir angiogénese no tecido isquémico tem estimulado a investigagcdo de novas
técnicas de tratamento para pacientes com doenca arterial. Isso se deve a possibilidade
de induzir angiogénese e estabelecer circulagdo colateral, especialmente nos casos
onde a terapéutica convencional e as técnicas de revascularizagcdo tradicionais,

percutanea e cirargica sao inviaveis. A complexa cascata de eventos que ocorre
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durante a neovascularizacdo em resposta a isquemia envolve diversos fatores de
crescimento, estimuladores e receptores (KALIL et al., 2010).

Ensaios clinicos trazem resultados controversos, muitos demonstrando melhora
clinica e evidéncia de angiogénese e outros ndo apresentando diferencas na perfusao
gquando comparados aos seus controles. Dessa forma, apesar de promissores,
permanecem nao totalmente esclarecidos os efeitos clinicos da terapia angiogénicas
sobre a vascularizacdo em suas diversas formas e vias de administracao, justificando-
se novos estudos (KALIL et al., 2010).

Os modelos em animais de experimentacdo tentam reproduzir as condi¢cdes de
isquemia encontradas em seres humanos e com isso proporcionar um melhor
entendimento da fisiopatologia da doenca e das suas alternativas de tratamento.

Partindo deste embasamento tedrico, surgiu a ideia de promover cirurgicamente
a reducao do fluxo sanguineo (isquemia) no membro caudal de ratos obesos e controle
e avaliar a neoformacgéo vascular em musculo esquelético. Administrar apds isquemia
injecdo intramuscular de PGE1 em um grupo de animais (isquemia + PGE1) mantendo
0 outro apenas com isquemia, para avaliar o seu poder angiogénico em diferentes fases
da formacao de circulacdo colateral nos tempos (14 dias e 28 dias ap0s tratamento). E
através de avaliacdo histolégica convencional pela coloracdo com HE observamos que
nos animais que se utilizou a PGE1, do grupo obesidade, houve uma maior presenca
de vasos no tecido muscular esquelético isquémico, quando comparados com 0S
animais que apenas se foi utilizado isquemia, associados ha mais longos tempos de
observacédo, mais precisamente aos 28 dias de observacéao.

A prostaglandina E1 (PGE1l) é um vasodilatador que aumenta a perfusdo
periférica de sangue e melhora a fungdo endotelial e também tem propriedades
angiogénica. A prostaglandina é produzida por células vasculares em resposta
protetora a diferentes estimulos. A administracdo intravenosa de PGE1l tem sido
relatada por melhorar parametros hemodindmicos em pacientes criticos. Além de suas
propriedades vasodilatadoras a PGE1l exerce efeitos sobre o Oxido nitrico e na
expressdo de proteinas como o VEGF, alterando o diametro arteriolar e a

permeabilidade microvascular. Assim a PGE1 pode representar uma opcao terapéutica
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para aumentar o NO e a expressdo do VEGF, melhorando as condigfes clinicas dos
individuos com isquemia (DOMINIK et al., 2005).

O fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor -
VEGF) tem sido foco de diversos estudos e seus efeitos vém sendo testados em
pacientes com DAC grave. Estudos utilizam diferentes doses, vetores e vias de
administracdo do VEGF. O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) parece ser
o fator central no processo da angiogénese no musculo esquelético. E considerado o
mais importante promotor de crescimento capilar no muasculo. Quando os niveis de
VEGF estdo baixos no musculo esquelético ocorre uma diminuicdo da densidade
capilar e da relacdo de capilares por fibra muscular, acompanhado pelo aumento de
apoptose destas células (LLOYD et al., 2005).

A hipoxia, normalmente relacionada com a reducdo do fluxo sanguineo
(isquemia) local, juntamente com agentes estimuladores da angiogénese como a PGE1
e o VEGF, parecem ser 0os mais potentes estimulos que iniciam a angiogénese de
capilares.

Entretanto, no nosso estudo foi observado nos animais do grupo obesidade
quando comparados com o0s animais do grupo controle, uma maior presenca de
capilares neoformados no tecido muscular esquelético, especialmente naqueles com
isquemia e injecdo intramuscular de PGE1, também associados ha mais longos tempos
de observacédo, 28 dias pés tratamento, sugerindo que o aumento do peso corporal e
adiposidade possam ser um fator estimulador da angiogénese.

Esse resultado pode ser a combinacdo de uma série de fatores: 1- para suprir o
tecido adiposo em desenvolvimento com oxigénio e nutrientes, a vasculatura responde
aumentando o numero e/ou tamanho dos vasos sanguineos, estando o processo de
adipogénese rigidamente associado com o de angiogénese; 2- o fornecimento de
oxigénio diminuiu no tecido adiposo hipertrofico e a densidade de macrofagos e de
citocinas aumentados, sendo esses fatores naturais estimuladoras da angiogénese; 3-
a constante situacdo de inflamag&o encontrada na obesidade, gerando o estimulo de
reparacdo tecidual que € dependente do processo de angiogénese; 4- o0 sobrepeso
gerar um estresse muscular com consequente liberacdo de fatores angiogénicos para

suprir a demanda metabdlica do tecido; 5- e o fato do proprio tecido adiposo ser um
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orgdo enddcrino capaz produzir e secretar uma seérie de substancias com poder
angiogénico (BOULOUMIE et al., 2011; EIBEL et al., 2010; LEDOUX et al., 2008;
LIJNEN, 2008; REHMAN et al, 2003)

Antes considerado mero e passivo depésito de triacilglicerol e acidos graxos
livres, hoje o tecido adiposo é visto como importante 6rgdo enddcrino e paracrino,
mantendo intensa comunicagdo com os demais 6rgaos e sistemas organicos. Produtor
de diversas substancias proé-inflamatérias, peptideos e proteinas bioativas,
denominadas adipocitocinas. As adipocitocinas influenciam uma variedade de
processos fisiologicos, entre eles, o controle da ingestdo alimentar, a homeostase
energética, a sensibilidade a insulina, a angiogénese, a protecao vascular, a regulacéao
da pressdo e a coagulacdo sanguinea. Alteracdes na secrecdo de adipocitocinas,
consequentes a hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdécitos, poderiam constituir situacéo
relacionada a génese do processo fisiopatoldgico da obesidade e suas complicacdes
(GUIMARAES et al., 2007).

Algumas adipocitocinas contribuem para injuria vascular, resisténcia insulinica e
aterogénese como: TNF-alfa, IL-6, leptina, inibidor do ativador de plasminogénio (PAI)-
1, angiotensinogénio, resistina e proteina C-reativa (PCR), e algumas possuem ac¢ao
protetora contra inflamag&o vascular e resisténcia insulinica, dentre as quais figuram
adiponectina e o 6xido nitrico (GOMES, 2010).

O tecido adiposo € altamente vascularizado e muitos fatores angiogénicos séo
secretadas pelo tecido adiposo, incluindo fator de crescimento de hepatdcitos, fator de
crescimento placentario (PIGF), angiopoetinas, FGFs, TNF, PAI-1, proteases e 0 mais
importante deles o VEGF (LEDOUX, 2008). Fator esse que foi estudado em nossa
pesquisa e observado através de técnica de imunohistoquimica a expressao desse fator
de crescimento pela a marcagdo de capilares e vasos de maior calibre em nosso
material, mas uma vez nos fazendo acreditar que houve o processo angiogénico no

nosso estudo.
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7 CONCLUSAO

O periodo de dieta de cafeteria foi eficaz em induzir a obesidade nos animais,
gerando um aumento na adiposidade total e alterando o perfil de triglicerideos
plasmaticos negativamente.

A administracdo de PGE1l alterou a morfologia do musculo nos membros
isquémicos dos ratos obesos observados aos 28 dias levando a uma reducdo na area
da fibra e um aumento no nimero de capilares, 0 que gerou uma razao capilar/fibra
muscular maior.

Estes resultados nos permitem concluir que a PGE1 na condicdo estudada
apresentou uma boa efetividade, porém estudos clinicos em seres humanos

necessitam ser realizados para atestar estes efeitos.
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