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Resumo

Inflamacdo e angiogénese sdo componentes chave do crescimento do
tecido fibrovascular, um evento biolégico que ocorre sob condi¢des fisiologicas e
patolégicas, e exibe uma variabilidade consideravel entre espécies e linhagens.
Nosso grupo investigou nas linhagens de camundongos isogénicos (Balb/C) e
heterogénicos (Swiss) a variabilidade da resposta do dipiridamol (DIP) no tecido
fibrovascular. Os efeitos da droga na formacdo de vasos sanguineos,
recrutamento de células inflamatérias, deposicdo de colageno e producdo de
citocinas foram determinadas no tecido fibroproliferativo induzido pelo implante de
esponja em camundongos Swiss e Balb/c. A angiogénese, avaliada pelos niveis
da hemoglobina (Hb) e pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), foi
diferente entre as linhagens. Os implantes de camundongos Swiss tiveram maior
contetdo de hemoglobina e menor nivel de VEGF. O tratamento sistémico com
dipiridamol exerceu efeito anti-angiogénico nos implantes de animais Balb/c, mas
pré-angiogénico na linhagem Swiss. Nos implantes dos camundongos Balb/c a
atividade da MPO foi seis vezes maior em relagdo a mesma atividade no implante
de animais Swiss. As atividades das enzimas inflamatdrias mieloperoxidase
(MPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG) foram reduzidas pelo tratamento com
dipiridamol somente em implantes dos animais Balb/c. A quantidade de nitrito foi
40% maior nos implantes de animais Balb/c apés o tratamento com DIP. As
medidas de TNF-a foram similares nos implantes de ambas as linhagens e nao
foram reduzidos pelo DIP. Os niveis do fator de crescimento transformante -1
(TGF-B1) e a deposicao de colageno também variaram entre as linhagens. A
linhagem isogénica teve niveis similares de citocinas e o0s implantes de

camundongos Swiss apresentaram mais colageno. O tratamento com dipiridamol



reduziu a deposicao de colageno somente em implantes de Balb/c. Nossos dados
mostraram que o background genético influencia de forma marcante as resposta
de angiogénese e inflamatdria por meio do implante de esponja e pelos efeitos do

dipiridamol sobre esses eventos.



Abstract

Inflammation and angiogenesis, key components of fibrovascular tissue growth, a
biological event underlying both physiological (wound healing) and pathological
conditions (tumor development, chronic inflammation) exhibit considerable
variability among species and strains. We investigated whether the response of
inbred and outbred mice strains to dipyridamole (DIP) on these processes would
present similar variability. The effects of the drug on blood vessel formation,
inflammatory cell recruitment, collagen deposition and cytokine production were
determined on the fibroproliferative tissue induced by sponge implant in Swiss and
Balb/c mice. Angiogenesis as assessed by hemoglobin-Hb and vascular
endothelial growth factor-VEGF levels differed between the strains. Swiss
implants had the highest hemoglobin content but the lowest VEGF levels.
Systemic dipyridamole treatment exerted anti-angiogenic effect on Balb/c implants
but pro-angiogenic effect on Swiss implant. The inflammatory enzyme activities
myeloperoxidase-MPO (6-fold higher in Balb/c implants) and NAG were reduced
by the treatment in Balb/c implants only. Nitrite levels were also higher in Balb/c
implants 40% after DIP treatment. TNF-a levels were similar in the implants of
both strains and were not reduced by DIP. Transforming growth factor $-1 (TGF-
B1) levels and collagen deposition also varied between the strains. The inbred
strain had similar levels of the cytokine but implants of Swiss mice presented
more collagen. Dipyridamole treatment reduced collagen deposition in Balb/c
implants only. Our data showing the influence of the genetic background on
marked heterogeneity of inflammatory angiogenesis components and differential
sensitivity to dipyridamole may provide some answers to clinical evidence for

resistance to angiogenic therapy.
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1- Introducao

Um desafio fundamental na medicina € elucidar as bases das diferencas
individuais em resposta a lesfes e tratamentos. Tem sido proposto que fatores
ambientais, epigenéticos e/ou genéticos, sdo determinantes e influenciam a
susceptibilidade individual a doencas e o0s resultados de intervencdes
terapéuticas gerando uma heterogeneidade de respostas comportamentais,
fisiologicas e moleculares. Alguns estudos jA& mostraram também que estas
variagcdes influenciam tanto a taxa de progressdo e a severidade de processos
patolégicos, bem como a sensibilidade/resisténcia dos individuos a uma
variedade de quimioterdpicos. Em muitos processos patoldgicos incluindo,
inflamacé&o cronica, retinopatias, degeneracdo macular, crescimento tumoral,
onde a neoformacgdo vascular e a inflamacdo coexistem, ha consideraveis
variacfes individuais na inducdo de novos vasos sanguineos entre espécies e
linhagens animais. No entanto, ha poucos estudos que avaliaram a influéncia da
heterogeneidade genética na resposta farmacoldégica aos compostos com
atividade anti-angiogénica e/ou anti-inflamatéria. Uma gama de compostos com
tais atividades e disponiveis no mercado tem sido reportada. Dentre eles, o
dipiridamol, um farmaco utilizado primariamente como anti-agregador plaquetario
exerce outros efeitos como vasodilatacao, anti-oxidante e anti-inflamatoério. Estas
propriedades apontam o dipiridamol como um composto com potencial atividade
na angiogénese inflamatoria. Neste estudo avaliamos o efeito deste composto
Nnos processos angiogénico, inflamatério e fibrogénico induzidos por implantes de
esponja em duas linhagens de camundongos Balb/c (isogénico) e Swiss

(heterogénico).
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1.1 Background Genético

O background genético € o conjunto de genes e a totalidade das
alteracdes cromossomaticas dos fatores extracromossomaticos existentes numa
dada populacdo. Embora todos os individuos de uma mesma linhagem
contenham a mesma colecdo de genes, sequéncias diferentes e interacées entre
os alelos influenciam fenotipos especificos. A heterogeneidade dos alelos versus
os efeitos do background genético sdo frequentemente dificeis de distinguir em
doencas genéticas do ser humano devido a composicdo genética que ainda é
desconhecida em populagdes humanas. Em camundongos, 0s antecedentes
genéticos podem ser facilmente controlados e, por isso, os efeitos dos genes
modificadores e a diversidade de alelos sdo faciimente distinguidos®. Para avaliar,
portanto o impacto de alteracdes na atividade génica, genes candidatos tém sido
deletados ou superexpressos gerando modelos de animais geneticamente
modificados particularmente, camundongos. Varios trabalhos relatam que a
mesma alteracdo génica produz fendtipos diferentes quando presentes em
linhagens distintas destes animais %°.

1.1.1 - Heterogeneidade fenotipica entre linhagens de camundongos

Muitos parametros fisiolégicos e patoldégicos em mamiferos sdo determinados
pelo background genético. HA varios estudos que mostram que a mesma
alteracdo génica produz fenotipos diferentes quando presentes em diferentes
linhagens. O background genético pode influenciar também na intensidade da
resposta inflamatoria e na resposta angiogénica a uma injuria. Foi observado que
camundongos FVB, que tem uma resposta angiogénica menos intensa do que

camundongos C57BL/6J, sdo mais resistentes ao crescimento de retinoblastomas

4
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Rohan et al. (2000) avaliaram a sensibilidade de diferentes linhagens de
camundongos isogénicas a fatores angiogénicos utilizando o modelo de
neovascularizagdo da cérnea. O estudo revelou que camundongos FVB
apresentaram moderada angiogénese em relacdo aos camundongos da linhagem
C57BL/6J. Além disso, foi observado que o background genético alterou a
sensibilidade das linhagens a inibidores angiogénicos °. Ward et al. 2007
mostroram também que fatores angiogénicos cerebrais e a resposta fisioldgica a
hipéxia cronica diferiam entre linhagens de camundongos comumente utilizadas®.

Recentemente, Marques et al. 2011 mostraram que angiogénese
inflamatoéria induzida por implantes subcutdneos diferia entre camundongos
Balb/c, Swiss e C57/BL. Foi observado, por exemplo, que o fendtipo angiogénico
em camundongos Swiss € mais intenso comparado as outras duas linhagens. Ao
contrario, a inflamacdo nos camundongos Balb/c € mais intensa do que a dos
camundongos Swiss e C57/BL". Assim, tem sido sugerido que a
heterogeneidade genética desempenha um papel importante na regulacdo da
angiogénese e este fator deve ser considerado no desenho experimental e
interpretacdo dos resultados. Do ponto de vista da medicina translacional estes
estudos sugerem que fatores genéticos determinam a heterogeneidade das
respostas em niveis comportamentais, fisiolégicos e moleculares em doencas

envolvendo a neoformacdo vascular (inflamagdo crbnica, retinopatias,

degeneracdo macular, crescimento tumoral) &.
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1.2 - Inflamacgao

A inflamacédo é conhecida pelos quatro sinais e sintomas tipicos da
resposta a uma lesdo, também conhecidos como sinais cardinais: rubor
(vermelhiddo) que ocorre em funcdo da hiperemia, tumor (inchaco devido ao
aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de proteinas para o
espaco intersticial), calor (aumento da temperatura decorrente de alteracdes no
fluxo sanguineo e atividade metabdlica de mediadores celulares da inflamacéo) e
dor (devido, em parte, associada as terminacées nervosas). °.

A resposta inflamatéria € um processo complexo em que alguns fatores e
tipos celulares distintos funcionam de forma coordenada controlando o dano
tecidual por agentes patogénicos, traumaticos ou toxicos. O processo inflamatoério
€ coordenado por moléculas pro e anti-inflamatorias que regulam a quimiotaxia,
migracao e proliferacao celular. Em geral esse processo finaliza com o reparo, no
entanto se ele ndo é corretamente coordenado ele evolui para uma inflamacgéo
cronica®® 112,

A inflamagdo aguda assim como a crOnica apresentam etapas
semelhantes como irritacdo, alteracBes vasculares, exsudacao plasmatica e
celular, lesbes degenerativas e necrgticas, proliferacdo conjuntiva e vascular
reparadora e modificagcbes das células do exsudato. Tais fenbmenos tém seu

inicio em momentos sucessivos, mas por vezes eles se superpdem durante o

desenrolar do processo™.
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- Etapas da Resposta Inflamatdria

Quando ocorre uma injaria tecidual sao liberados mediadores tais como
citocinas, histamina, proteases e eucosanéides™®. Os mastdcitos, células que
armazenam mediadores ou produzem esses mediadores através de outras
células como, por exemplo, o endotélio, mondcitos, macrofagos, neutrdfilos,
linfécitos e células parenquimatosas ou do estroma, estdo presentes em tecidos
conjuntivos. As acdes relacionadas sdo vasodilatacdo e extravasamento de
liquidos, promovem adesdo endotelial e maior recrutamento de células
inflamatérias *3°.

A vasodilatacdo favorece o aumento do fluxo sanguineo local, da pressdo
hidrostatica na microcirculacao e, dessa forma, o extravasamento de liquido rico
em proteinas para o espaco intersticial, chamado exsudato. No sangue ocorre
uma hemoconcentragcdo em virtude da reducédo de liquidos, tornando-o mais
viscoso e seu fluxo mais lento (estase). Dessa forma, ocorre uma orientacao
periférica de neutrofilos ao longo do endotélio vascular, processo denominado

marginacao leucocitaria 2.

A marginac¢dao leucocitaria representa o primeiro
evento das alteracdes celulares da resposta inflamatéria. Os mediadores
inflamatorios imediatos promovem ativacdo endotelial, aumentando a expressao
das moléculas de adesédo. Esse processo favorece a formacdo de fileiras de
leucdcitos que rolam lentamente ao longo do endotélio vascular (rolagem) e
aderem transitoriamente a ele. Os leucdcitos sdo ativados por quimiocinas e com
isso aumentam a avidez de suas ligagbes as moléculas de adesédo do endotélio
(aderéncia). Em seguida, passam entre as células endoteliais adjacentes

(transmigracdo ou diapedese). Uma vez no intersticio, os leucdcitos migram em

direco a injuria por quimiotaxia.*
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Em grande parte das inflamacdes, além dos mondcitos, as primeiras
células a deixarem os vasos sdo predominantemente polimorfonucleares. Elas
constituem as células predominantes do exsudato nas primeiras 24 horas apos o
inicio do processo. Uma série de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias
incluindo familia das interleucinas (IL), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interferon (IFN) s@o extensivamente produzidos por Varios tipos celulares do sitio
inflamatorio, ligando e ativando receptores acoplados a proteina G nas células
imunes 12,

A ativacdo desses receptores desencadeia uma cascata de sinais
intracelulares que alteram a morfologia e migracdo celular. Em seguida os
mondcitos migram para o sitio inflamatério por quimiotaxia, onde se diferenciam
em células dendriticas e macréfagos. Os monécitos comegam a migrar dos vasos
apos 18 a 24 horas da diapedese ser iniciada. Eles se acumulam rapidamente e,
entdo, os macréfagos passam a ser as células predominantes ap6s 48 horas *%°.

Os macrdéfagos irdo produzir uma série de fatores de crescimento e
citocinas responsaveis por uma ampla variedade de respostas em varios tipos
celulares, incluindo células endoteliais (ECs), células epiteliais e células de
origem mesenquimal. Os macrofagos liberam substéncias que ativam cascatas
resultando na remodelacéo tecidual e recrutamento de leucdcitos adicionais como
linfécitos B e T citotdxicos *'.

Dentre essas substancias ativadoras podem-se citar as espécies reativas
do oxigénio (ROS) e nitrogénio, proteases, quimiocinas, fatores da coagulacao,
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de

fibroblastos (FGF), fator de crescimento transformante beta (TGF-B), citocinas

fibrogénicas, e fatores da angiogenese *°.
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A resposta inflamatoéria é regulada pelo balango entre fatores pré e anti-
inflamatérios que coexistem no sitio da injuria. O estimulo que define a
transformacao da resposta inflamatoria em um processo de reparo sdo sinais

18 Da mesma forma, se as

anti-inflamatoérios locais, rapidos e reversiveis
moléculas proé-inflamatérias estiverem em maior numero frente as anti-
inflamatérias havera maior producédo de proteases, proteoglicanos, mediadores

lipidicos e prostaglandinas que reforcaréo esse processo *°.

1.3 - Angiogénese

Os vasos sanguineos sdo importantes para o suprimento de oxigénio,
nutrientes e constituem a porta para a acdo do sistema imune. As células
endoteliais que estdo na parede desses vasos dao suporte para o crescimento e
reparo dos mesmos %°.

A angiogénese é o processo de formacdo de novos vasos a partir de uma
vasculatura pré-existente. Ela pode ocorrer por brotamento ou por subdivisdo
intravascular (intussuscepcdo) **. O crescimento de novos vasos sanguineos
durante a embriogénese ocorre principalmente através de vasculogénese e
angiogénese. Em adultos, a angiogénese € estimulada durante muitos processos
fisiologicos como reparo de feridas, remodelamento e regeneracédo tecidual e o
ciclo reprodutivo feminino .

Os vasos sanguineos sado formados por células endoteliais que estdo em
contato direto com o fluxo sanguineo. Sob as células endoteliais encontram-se 0s
pericitos, as células musculares lisas, a membrana basal e a matriz extracelular.
A funcdo, a composicdo e o fenotipo dos vasos sanguineos variam de acordo
com sua localizagdo, com a estrutura vascular, os constituintes celulares, a

membrana basal e a matriz extracelular 2.
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Na fase embrionéaria, o inicio do crescimento vascular ocorre quando
células vasculares precursoras, chamadas de angioblastos, migram para locais
distintos, diferenciam-se e reunem-se em corddes endoteliais denominado de

A 24
vasculogénese “".

A literatura revela que células endoteliais precursoras contribuem para a
formacao de novos vasos em tecidos isquémicos, nos ovarios durante a ovulacéo
e formacg&o do corpo lateo, ou durante a cicatriza¢do de feridas e o crescimento

de placas ateroscleréticas ».

O crescimento subsequente, expansdo e remodelamento desses vasos
primitivos em uma rede vascular madura sdo referidos como angiogénese .
Como a angiogénese é definida pela formacao de novos vasos a partir de vasos
pré-existentes, ela se distingue da vasculogénese. Finalmente, mais modificacdes
funcionais das grandes artérias ocorrem durante a arteriogénese como a adi¢ao

de uma grossa camada muscular concomitante com a aquisicao de propriedades

viscoelasticas e vasomotoras .

Em individuos adultos, em condi¢cbes normais, as células endoteliais

permanecem em estado de quiescéncia °.

Porém, quando estimuladas
adequadamente, elas se tornam ativas e iniciam uma cascata de eventos que
culminam na neoformacdo vascular. Esse estado de quiescéncia das células
endoteliais esta associado a um equilibrio entre fatores endégenos pré e anti-
angiogénico. No entanto, esse equilibrio pode ser rompido por fatores quimicos
ou fisicos como, por exemplo, injuria tissular, hipdxia, alteracéo na liberacéo de
citocinas, fatores de crescimento e alteracdes do fluxo sanguineo e do formato
27,28. A

celular, desencadeando atividade angiogénica ou anti-angiogénica

regulacdo da proliferacdo e migracdo celular também tem sido descrita pela

20



interacdo das células endoteliais com os pericitos e/ou células musculares lisas

constituintes dos vasos 2239,

Elas podem ainda interagir com o coladgeno,
fibronectina, laminina e proteoglicanos, alterando a expressdo fenotipica de
capilares *'. Os componentes da matriz extracelular também podem se ligar e
estocar fatores de crescimento, o que dificulta a utilizacdo destes pelas células
endoteliais 3%,

O inadequado crescimento ou manutencdo dos vasos pode levar ao
aparecimento de doencas isquémicas como infarto do miocardio, patologias
neurodegenerativas ou desordens associadas a obesidade enquanto que o
crescimento vascular excessivo ou o remodelamento anormal podem promover

prejuizos como cancer, desordens inflamatérias e doencas oftalmolégicas **%.

Figura 1: Ensaio de Angiogénese

1.3.1 - Regulacao da Angiogénese
O comeco da angiogénese se da com a dilatacdo de vasos pré-existentes,

em especial, vénulas e capilares. Quando ocorre o estimulo angiogénico, as
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células endoteliais sdo ativadas formando projecdes em sua superficie, ocorre um
aumento no numero de organelas intracelulares e na producdo de enzimas
proteoliticas que fragmentam a membrana basal e a matriz extracelular,
possibilitando a migracdo e proliferacdo das células endoteliais. Em seguida
passa por etapas como: formac¢do do limen, conexdo com outro vaso, formacéo
da membrana basal e, posteriormente, ocorre a migracéo dos pericitos %> 337,
Esses mecanismos de regulacdo envolvem uma sequencia de eventos
influenciados por sinais biolégicos como hipdxia ou por citocinas e fatores de
crescimento %%, Os fatores de crescimento fazem parte de uma subclasse de
citocinas que estimulam de forma especifica a migracdo e proliferacdo celular
4041 " Dessa forma, a coordenacdo da angiogénese é acompanhada por uma
variedade de ativadores e inibidores que de forma sequencial sincronizam uma

complexa série de eventos *.

Esse processo requer a ativacdo de muitos
receptores e numerosos ligantes, incluindo o fator de crescimento placentéario
(PIGF), fator de crescimento de fibroblasto &acido e béasico (aFGF e bFGF,
respectivamente), angiopoietinas (principalmente Ang-1 e Ang-2), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento da célula
endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), dentre outros ***’. Apesar do
grande numero de fatores responsaveis pelo processo angiogénico, a sinalizacao
do VEGF nas células endoteliais representa papel fundamental “®. O VEGF atua
pela atracao nas células endoteliais por meio de seus receptores tirosina-quinase
VEGFR-1 e VEGFR-2. Embora ela se ligue aos dois receptores, muitas de suas
fungbes estéo ligadas ao VEGFR-2, assim induzindo migragdo, sobrevivéncia e
proliferacdo das células endoteliais pré-existentes e a formacdo de uma nova

49-51

vasculatura Além disso, o VEGF é também o principal fator envolvido na
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mobilizacdo de células endoteliais progenitoras (EPCs) da medula 6ssea para a
circulacdo periférica e sitios angiogénicos, onde elas diferenciam e integram a
nova vasculatura %3,

Os fatores angiogénicos sdo aumentados por varios estimulos incluindo
hormoénios esteroides, aumento da presséo arterial, lesbes ou estresse. A ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) é uma enzima induzivel e constitutiva, responsavel pelo
aumento de prostaglandinas durante a inflamacéo. Ela também contribui para a
angiogénese por regular a producdo de VEGF, indicando, portanto, que a
inflamac&o pode ser um dos moduladores da angiogénese .

O VEGF atua também aumentando a permeabilidade vascular por meio da
formacgéo de organelas vesiculo-vacuolares nas células endoteliais, o que permite
0 extravasamento de proteinas proteoliticas plasmaticas para o meio
extravascular. Tais enzimas proteoliticas sdo responsaveis pela degradacédo da
membrana basal e da matriz extracelular permitindo a penetracdo endotelial no
espaco perivascular >°.

Para que a migracdo das células endoteliais ocorra é necessario o
afastamento dos pericitos ou células musculares lisas que envolvem a camada
endotelial, a degradacéo proteolitica da membrana basal do vaso original e a
remodelacdo do estroma perivascular. Dentre as substancias responsaveis por
esses processos estdo a angiopoietina-2 e proteases (ativador de plasminogénio,
quinases e metaloproteinases). O processo de invasdo e migracdo das células
endoteliais requer uma atividade cooperativa do sistema ativador de
plasminogénio (PA) e das metaloproteinases *°. As uroquinonas ativadoras de

plasminogénio (UPAs) e os ativadores de plasminogénio teciduais (tPAs) séo

proteases com serina que convertem o plasminogénio em plasmina. A plasmina
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degrada varios componentes da matriz extracelular, incluindo fibrina, fibronectina,
laminina e proteoglicanos, além de ativar varias metaloproteinases >"%,

Em seguida ocorre a proliferacdo dessas células para a formag¢do do
limen tubular. Desse ponto em diante comecam a aparecer ramificagbes com
eventual conexao entre os brotos e uma rede de novos tubos é formada. A Ultima
etapa consiste na maturacdo e estabilizagdo do vaso, na qual, novos
componentes da matriz extracelular séo produzidos e depositados sob a forma da
nova membrana basal. A estabilizacdo do vaso sanguineo neoformado é
alcancada apés a migracdo de células mesenquimais para a proximidade dos
novos vasos e a posterior diferenciacdo desse tipo celular em pericitos ou células
musculares lisas, assim como pela regeneracdo da matriz extracelular e

membrana basal >,

1.4 - Angiogénese e Inflamacao

Durante uma resposta inflamatéria, se ha permanéncia do estimulo lesivo,
ocorre a cronificacdo do processo inflamatério, que por sua vez é caracterizado
por um aumento de macréfagos no local, proliferacdo de fibroblastos o que
aumenta a sintese de matriz, a angiogénese e a lesao tecidual. Esse aumento na
angiogénese propicia um aumento do infiltrado inflamatério, o qual libera
substancias pré-angiogénicas, e assim, cria-se um ciclo vicioso .

A angiogénese sustenta a inflamacao atraveés do fornecimento de oxigénio
e nutrientes para as necessidades metabdlicas das células presentes no sitio
inflamatorio. I1sso ocorre pela producéo de NO, um agente inflamatoério produzido
pela ativacdo da NO sintase induzivel (INOS) em células inflamatoérias, que esta
relacionado ao estimulo de vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular

12 Qutras citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias liberadas durante a
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inflamacéo sdo potentes ativadores das células endoteliais vizinhas, aumentando
nessas a expressao de moléculas de adesdo importantes para o processo de
rolagem, ativacdo, adeséo e transmigracé@o das células inflamatorias sanguineas
para a area da les&o ®.

Os mediadores inflamatérios produzidos pelas células imunes atuam sobre
fibroblastos e células endoteliais. Esses por sua vez liberam fatores
angiogénicos, favorecendo estimulo indireto para que a angiogénese ocorra. As
células inflamatérias também podem liberar fatores angiogénicos como VEGF,
angiopoietina, b-FGF, HGF, PDGF, TGF-B, TNF-a, dentre outros os quais

exercerdo efeitos mitogénicos e migratérios sobre o endotélio %2,

1.5 - Reparo Tecidual

A capacidade de reparar danos causados por agentes toxicos ou
inflamato6rios € critica para a sobrevivéncia de um organismo. A resposta
inflamatéria ndo € somente Util para eliminar agentes lesivos como também para
estimular o processo de reparo ‘°. O conceito de reparo refere-se a um processo
complexo e dindmico que na maior parte das vezes resulta na restauragdo da
arquitetura tecidual e de sua funcéo apés a leséo %,

Existem quatro respostas que podem ocorrer apds uma leséo:
regeneracao; cicatrizacdo deficiente; cicatrizagcdo excessiva; reparo normal. A
regeneracao diz respeito ao processo que ocorre quando ha perda da estrutura e
funcdo de um tecido, mas o organismo possui a capacidade de restabelecé-lo
exatamente como era antes da lesdo. A cicatrizagdo deficiente ocorre quando ha
deposicao insuficiente de tecido conectivo e matriz enfraquecida. Ja a

cicatrizacdo excessiva ocorre quando ha deposicéo excessiva de tecido conectivo

que resulta em alteracdo da estrutura tecidual e, dessa forma, gera a perda da
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funcdo. Um exemplo s@o as fibroses e aderéncias. No reparo normal ha o
restabelecimento anatémico do tecido por meio do equilibrio entre a formagéo e o
remodelamento da cicatriz °°°,

A inflamacéo, conforme j& foi descrito, possui uma fase inicial marcada
pela liberagdo de mediadores inflamatdérios, alteracdes vasculares e pelo infiltrado
predominante de neutrdfilos nas primeiras 24 horas e uma fase tardia
conceituada em aproximadamente 48 horas apdés o inicio da lesdo com
predominio de macréfagos no sitio lesivo. A presenca de macréfagos é um indicio
da finalizac&o da fase inflamatoéria e o inicio da fase proliferativa .

A fase proliferativa tem como células principais os fibroblastos. Essas
células de origem mesenquimal sdo responsaveis por produzir nova matriz
necessdria para restaurar a estrutura e funcdo do tecido lesado. A liberacéo de
interleucinas, FGF, TNF-a e TNF-B pelas plaquetas e células inflamatérias
(macrdéfagos e linfocito T) sdo fundamentais para a fase proliferativa, entretanto o
principal regulador das fungées dos fibroblastos é o TGF-B °. O TGF-B aumenta
a transcricdo de genes para colageno, proteoglicanos, fibronectina e, assim,
aumenta a producao de proteinas para a matriz. Ao mesmo tempo ele diminui a
secrecdo de proteases responsaveis pela degradacdo da matriz e estimula o
inibidor tecidual de metaloprotease (TIMP) %,

A matriz extracelular € composta inicialmente de fibrina e fibronectina e
posteriormente os fibroblastos sintetizam glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
colageno e outras proteinas que compdem o tecido de granulacdo ‘" Os
fibroblastos possuem um pico de atividade proliferativa. Quando esse pico €
alcancado, eles se diferenciam em um fendtipo contratil chamado miofibroblasto

5% que permanece proliferando e sintetizando colageno . O colageno que é
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depositado em um primeiro momento é mais fino e esta orientado paralelamente
a pele. Com o decorrer do processo de cicatrizagdo, o colageno depositado é
reabsorvido e um colageno mais grosso e organizado paralelamente as linhas de
tensdo toma o lugar do primeiro. Essas alteragdes sdo acompanhadas com um
aumento da forga tensora da ferida indicando uma correlagdo positiva com a
espessura do coldgeno e sua orientagdo, assim como com sua forca tensora que
determinam a fase de remodelamento "8,

A medida que o tecido de granulagio preenche a area lesada, o nimero
de células inflamatérias diminui e os fibroblastos e células endoteliais continuam
a sintetizar fatores de crescimento da matriz extracelular. Os macréfagos
desempenham um papel central nesse processo. Elas englobam células
apoptoéticas de forma répida e eficiente, intermedeiam a morte de células do
estroma, parénquima e células imunoldgicas, engajando-se no programa de
morte celular que resulta em apoptose "*%.

Devido a sua alta atividade metabdlica no sitio lesivo ha um aumento da
demanda por oxigénio e nutrientes. Fatores locais no microambiente da leséo
como PH reduzido, reducéo da tensdo de oxigénio e aumento de lactato atuam
sobre as células epidérmicas, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
vasculares promovendo a liberacdo de fatores como VEGF, bFGF e TGF-
necessarios para induzir angiogenese®%3,

A resposta angiogénica é essencial para o reparo tecidual normal, pois
além de fornecer nutrientes e ceélulas inflamatorias para o tecido lesado, os novos

vasos sanguineos facilitam a retirada do material residual e auxiliam no

desenvolvimento do tecido de granulacdo 3.
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1.6 - Fibrose

A fibrose pode ser definida como uma cicatrizacdo com deposicéo
excessiva de componentes da matriz que resulta em destruicdo da arquitetura
normal do tecido e comprometimento da fungéo tecidual.

O desenvolvimento da fibrose segue uma via similar a cicatrizacdo normal
de feridas. Entretanto, pode haver uma progressao crénica da doenca que resulta
em deposicao excessiva de componentes da matriz extracelular sem resolucéo. A
fibrose geralmente se desenvolve apds um insulto inicial que leva a leséo celular
e aumento na deposicdo de matriz comprometendo a funcédo e eventualmente
levando a morte celular .

A resposta fibrotica parece ser determinada por trés fatores: Um estimulo
ou insulto continuo (sugerindo que 0 processo em Si € um evento em curso),
sintese excessiva de colageno e outros componentes da matriz extracelular e
diminuicdo da resolucéo devido a uma baixa regulacdo das enzimas degradativas
envolvidas na remocao do tecido cicatricial®.

Muitos problemas clinicos estdo associados a formacgéo excessiva de
cicatriz como queloides, cicatrizes hipertroficas, esclerodermia, estenoses
esofagicas, estenose uretral, cirrose hepatica, aterosclerose, doenca de Crohn’s,
encapsulamento de implantes mamarios e aderéncias ®°. Por isso, compostos
que possuam propriedades anti-inflamatérias, anti-angiogénicas e/ou anti-
fibrogénicas apresentam potencial valor terapéutico para prevenir e/ou atenuar o

processo.
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1.7 - Dipiridamol

O dipiridamol (DIP), que possui 0 nome comercial de persantin, é utilizado
ha décadas na clinica com indicacdo para angina no peito, enfermidades
tromboembdlicas, claudicacdo intermitente, insuficiéncia coronariana devido,
especialmente, ao seu efeito anti-trombatico.

E um inibidor de fosfodiesterase (PDE) que aumenta 0s niveis
intracelulares de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e guanina monofosfato
ciclica (GMPc) 8. Além disso, ele inibe principalmente a PDE 5 e PDE 6
envolvidas na hidrolise de GMPc ¥'.

O mecanismo de acao do dipiridamol ndo é completamente compreendido
e pode ser multiplo. DIP inibe o transportador de nucleotideos responsaveis pela
absorcao celular de adenosina.

ATP

Al!)P

A|\l/|p ® L-Arginine
SNT d-=se==s PKC ".® NOS

ADENOSINE ~ "NO

Dipyridamole]\_: :

¥ Adenosine Guanylate
Adenosine  cyclase Cyclase
Uptake | |
\ / o
Vasodilation PDE

Anti-Platelet Aggregation

Figura 2: Mecanismo de acao do dipiridamol

Gamboa et al, 2008
Este transportador explica a meia-vida curta da adenosina e o0 seu blogueio pelo
dipiridamol resulta em grandes niveis extracelulares de adenosina e a

potenciagdo de suas agbGes. O DIP, portanto, poderia atuar através da
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potenciacdo da acdo desses mediadores que por sua vez, trabalham através do

GMPc também relacionado ao mecanismo do oxido nitrico (NO)

E possivel que o dipiridamol também funcione potencializando os efeitos
do o6xido nitrico que é outro potente vasodilatador e inibidor da agregacédo
plaquetaria. Apesar de o DIP ser considerado um inibidor seletivo da PDE 5, uma
iIsoenzima que hidrolisa GMPc, estudos recentes indicam isoenzimas PDE que
hidrolisam AMPc também sdo sensiveis ao DIP ®. O dipiridamol pode exercer
acbes como inibidor plaquetario, vasodilatador, anti-oxidante e anti-inflamatério
87.

1.7.1 - Inibicao plaquetaria

A adenosina € liberada a partir de células da parede vascular de plaquetas
para o espaco extracelular como um produto da decomposicdo de adenosina
trifosfato (ATP). Os nucleotideos adenina quando liberados s&o rapidamente
convertidos em adenosina por nucleases. No sangue circulante, adenosina livre é
rapidamente removida do plasma por um transportador especifico encontrado em
células vermelhas do sangue. Em doses clinicamente relevantes, DIP inibe a
captacdo da adenosina em 90% nas células vermelhas do sangue e aumenta nos
niveis plasmaticos em 60% °. A inibicdo atinge no maximo 80%, sendo dose-
dependente em concentracdes terapéuticas (0,5 - 2 mg/ml). Consequentemente,
ha um aumento local da concentracdo de adenosina que atua no receptor A2 das
plaguetas estimulando adenilil ciclase em plaquetas aumentando 0s niveis
intracelulares de AMPc, que € um potente inibidor da ativagdo plaguetaria. O DIP
pode aumentar os niveis intracelulares de AMPc nas plaquetas impedindo a
quebra de AMPc via inibicdo de PDE. A diminuicdo da agregacdo plaquetaria

reduz o consumo de plaquetas aos niveis normais .
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1.7.2 - Vasodilatagao e Perfusao

Através da inibicdo das PDE, o DIP aumenta os efeitos vasodilatadores

GMPc dependentes. Ele também pode estimular a biossintese e a liberacdo de

D

prostaciclina (PGI2) do endotélio por aumento intracelular de AMPc que nao
somente um inibidor plaquetario como também um vasodilatador. A PGI2 é
gerada por uma via ciclo-oxigenase dependente em uma variedade de células,

incluindo as células endoteliais .

Além disso, o dipiridamol reduz a
trombogenicidade das estruturas subendoteliais pelo aumento da concentracéo

do mediador 13-HODE (Acido 13- hidroxioctadecadiendico) &’.

1.8 - Modelo de Implante da Esponja

O modelo de implante de esponja na regido subcutanea de camundongos
foi descrito primeiramente por GRINDLAY & WAUGH em 1951%. Posteriormente,
foi modificado por ANDRADE et al. em 1987%.

Uma variedade de implante de matrizes esponjosas e polimeros tém sido
utilizados para induzir e estudar a angiogénese inflamatodria, pois o0 corpo
estranho induz a formacdo de tecido de granulacdo rico em novos vasos
sanguineos *°. Dentro desses é possivel citar a matriz sintética de poliéster
poliuretano, a esponja de polivinil e a de acetil polivini. Em um sistema
experimental esses materiais provem um ambiente de dimensdes definidas
permitindo a invasdo de varias células de reparo e a formacdo de um tecido
fibrovascular assim como a analise bioquimica dos fluidos coletados, bem como o
efeito de fArmacos sobre o processo °.

Esse modelo tem sido utilizado por ser facilmente reprodutivel e possibilitar

objetividade na avaliacdo da neovascularizacdo, bem como o0 monitoramento
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continuo do processo, além de permitir a investigacdo morfo-funcional do
processo em condi¢cdes normais e patoldgicas.

A avaliacdo do desenvolvimento de estruturas vasculares na esponja pode
ser feita a partir da estimativa do desenvolvimento do fluxo sanguineo utilizando-
se um marcador ou a partir da dosagem do conteudo de hemoglobina, utilizando-
o como indice indireto de vascularizacédo “. A andlise histoldgica associada a
estudos imunohistoquimicos e morfométricos apresenta-se também, como aliada
interessante para a avaliacdo da angiogénese.

Considerando a heterogeneidade genética na resposta angiogénica a
compostos e as acdes do DIP na modulacdo de eventos vasculares, nosso
projeto objetivou investigar a influencia do background genético na angiogénese

inflamatéria induzida por implantes de esponjas em resposta a esse composto.
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2- Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da heterogeneidade genética na angiogénese, inflamacao e

fibrogénese induzidas por implantes de esponjas e tratadas com dipiridamol.

2.2 - Objetivos Especificos

1- Caracterizar o processo inflamatério, angiogénico e fibrogénico em

implantes subcutaneos em camundongos Swiss e Balb/c, tratados e né&o

tratados com DIP, utlizando parametros celulares, bioquimicos

morfologicos.

2- Comparar os niveis de marcadores inflamatérios, angiogénicos

e

e

fibrinogénicos no tecido fibrovascular de camundongos das linhagens Swiss e

Balb/C, tratados ou néo.

3- Avaliar e comparar caracteristicas histolégicas dos implantes nas duas

linhagens utilizando técnicas Imunohistoquimica, para a determinacdo da

celularidade, presenca de vasos sanguineos e infiltracdo de células

inflamatorias.
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3- Materiais e Métodos

3.1 - Animais

Foram utilizados 10 camundongos de cada linhagem, Balb/c e Swiss,
machos que pesavam aproximadamente 25 gramas e 35 gramas em média,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais. Esses animais foram escolhidos por
serem as linhagens mais utilizadas em testes para avaliar a resposta com
farmacos. Os animais foram colocados em gaiolas individuais, com racao e agua

“ad libitum”. O ciclo claro-escuro foi de 12/12hs.

3.2 - Técnica de Implantacao
3.2.1 - Implantes de Esponjas

Discos de esponja de poliéster poliuretano (Vitafoam Ltd Manchester, UK)
previamente confeccionados nas medidas de 5 mm por 8 mm foram conservados
em alcool 70% v/v por 24 horas e posteriormente foram fervidas em agua
destilada por 30 minutos antes da implantacdo %.

3.2.1 - Técnica de Implante da Esponja em Camundongos

Antes do procedimento cirargico, os animais foram anestesiados com uma
solucéo de Ketamina (150 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg) da fabricante Syntec e
sob o efeito do anestésico os animais foram submetidos a tricotomia na regiao
dorsal. Em seguida, uma incisdo de aproximadamente 1 cm foi feita na pele dos
camundongos e a esponja foi inserida na camada subcutdnea da regidao do
dorso. Foi realizada a sutura do locus cirdrgico e apds os procedimentos
supracitados os animais foram mantidos em gaiolas individuais, foram aquecidos

para o restabelecimento de suas fungées vitais %.
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3.3 - Remoc¢ao dos Implantes

No 7° dia apds a implantacdo os animais foram sacrificados com uma
overdose de anestésico e logo apos foi realizada a remocao dos implantes. Esses
foram pesados e processados para estudos histoldgicos e bioquimicos.

3.4 - Dosagem de Hemoglobina

A dosagem do conteudo de hemoglobina por meio do implante quantifica
de forma indireta a neovascularizacdo formada na esponja e nos tecidos que
circundam a mesma. Essa medida tem sido utilizada para determinar o indice de
vascularizacdo em modelos de angiogénese. A técnica que utiliza como método o
reagente de Drabkin foi desenvolvida em 1932 e adaptada para estimar o indice
angiogénico dos animais %°%. Os implantes foram homogeneizados (Tekmar TR-
10, Ohio, USA) em 2,0 mL de reagente cromogénico especifico para hemoglobina
(reagente de Drabkin — Kit de dosagem de hemoglobina Labtest). As amostras
foram centrifugadas durante 30 minutos a 1500 rpm e o0s homogenatos
resultantes foram filtrados em membranas GV Durapore de 0,22 uym (Millipore).
Posteriormente, as amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e a leitura
espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 540 nm por meio
do Leitor de Elisa. A concentracdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada
a partir de uma curva padrao e os resultados foram expressos em concentracao
de microgramas de hemoglobina por miligrama de peso umido de implante.

3.5 - Avaliacdo da Atividade da Mieloperoxidade (MPO)

Apés sete dias a presenca de neutrofilos € um indicador de resposta
inflamatodria. Esse tipo de célula possui fungdo fagocitica, contribuindo para
eliminacdo de detritos. Para a determinagdo do acumulo de neutrofilos,

determina-se a atividade da mieloperoxidase (MPO), como descrito anteriormente
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103105 'E possivel a visualizacdo desse actimulo de celulas inflamatérias por meio
da analise histolégica. Nela podemos perceber a presenca dessas celulas na
esponja implantada assim como sua resposta ap0s o tratamento com dipiridamol.

Para a dosagem da atividade das enzimas mieloperoxidase e N-
acetilglicosaminidase, utilizamos a amostra que continha a esponja e a solucéo
tampao. O sobrenadante foi desprezado e o disco de esponja foi dividido em
fragmentos iguais. As partes foram pesadas e utilizadas para dosagem da
atividade dessas enzimas.

Inicialmente, o sedimento foi homogeneizado e ressuspendido em 2,0 mL
de tampéao fosfato de sédio, pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPQO,4, 0,015 M de
NaEDTA) e centrifugado a 12000 G durante 10 minutos. Foram retirados entéao
300 uL do sobrenadante e adicionados 600 uL de tampao de fosfato de sddio
0,05 M (PH 5,40 contendo 0,5% de hexa-1,6-bisdecyltrimethylammonium bromide
(HTAB).

A atividade da enzima MPO no sobrenadante foi mensurada por meio da
mudanca de absorbancia (densidade optica; OD) a 450nm utilizando 100 uL de
3,3’-5,5-tetrametilbenzidina (TMB), preparada em DMSO em uma concentracao
final de 1,6 mM e 100 uL de substrato H,O, na concentracdo final de 0,3 mM,
dissolvida em tampéo fosfato (PH 5,4). A reacéo foi interrompida com a adi¢ao de
100 pL de H,SO4 (4M) e quantificada colorimetricamente a 450 nm em leitor de
microplaca. Os resultados foram expressos em densidade Optica (OD) por
miligrama de tecido umido.

3.6 — Avaliac¢do da Atividade de N- Acetilglicosaminidase (NAG)

A mensuragdo da atividade de células mononucleares nos implantes de

esponjas e plasma foi realizada avaliando-se a atividade da enzima N-
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acetilglicosaminidase, presente em altos niveis em lizosomas de macréfagos
ativados'®®. O tecido foi homogeneizado em uma solucdo de 1mL de NaCl (0,9%
wv-1) contendo 0,1% v/v-1 Triton X-100 e centrifugado (3000 g; 10 min 4°), por
10 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram incubadas com 100 uL de p-
nitropenyl-N-acetyl-3- glucosaminide, preparado em um tampéo de citrato-fosfato
(pH 4,5) em uma concentracao final de 2,34 mM. A reacéo foi interrompida pela
adicdo de 100 yL de tampéo glicina 0,2M pH 10,6. Para a realizagdo do ensaio,
foi adicionado 100 yL das amostras em duplicada a uma placa de 96 pocos. Em
seguida, foram adicionados 100 pL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminida), diluido em tampé&o citrato/fosfato PH=4,5. Posteriormente, a placa
foi incubada a 37° C durante 30 minutos. Finalmente, foram adicionados 100 uL
de tampéo glicina 0,2M, pH= 10,6. A absorbancia foi medida por leitor de
microplaca (Termoplate) em comprimento de onda de 400nm. Os resultados
foram expressos em densidade 6ptica (OD) por grama de tecido imido.

3.7 - Quantificagdo do Colageno

A quantidade de colageno soluvel total foi determinada colorimetricamente
baseada na reacdo de picrossirius red. As amostras dos tecidos foram
homogeneizadas com tampdo (1mL Triton X, pH 7,8). Em seguida, foram
homogeneizadas e centrifugadas. Posteriormente, foram adicionados 50uL do
reagente picrossirius red a 100 yL da amostra. Apds incubacédo de 30 minutos a
temperatura ambiente, o complexo colageno-picrossirius red foi centrifugado a
10000 g por 10 minutos.

Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento foi lavado com 500 pL
de etanol (99% puro e livre de metanol) e o complexo colageno-corantes foi

reconstituido em 1mL de reagente alcalino (NaOH 0,5M). A absorbancia foi
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quantificada a 540nm em leitor de microplacas (Thermoplate). A quantificacédo de
coldgeno pode ser determinada através da comparacdo de uma curva padrao
utilizando padrao de gelatina e os resultados expressos em ug de colageno por
mg de implante.

3.8 - Quantificacao de Citocinas (VEGF, TNF-a, TGF-1)

Para a determinagdo dessas citocinas nos implantes foram utilizados
amostras de 1mL de esponjas maceradas e coletados 80 puL do sobrenadante
desses implantes. Para a realizacdo do ensaio, diluicbes do sobrenadante foram
adicionadas em duplicada a placa de ELISA que continham um anticorpo
monoclonal especifico. Em seguida, foi adicionado um anticorpo de deteccéo.
ApoOs realizar a lavagem para remover os anticorpos que nado se ligaram, uma
solucéo de substrato foi adicionada a placa de ELISA (50 yL de uma 1:1 solugao
de peroxido de hidrogénio e 10mg/ml de OPD).

A reacéo foi interrompida apés 20 minutos de incubagado com 50uL de acido
sulfrico (2N) e a intensidade da cor serd quantificada a 540nm em leitor de
microplaca (Thermoplace). Os resultados foram expressos como pg de citocina
por mg de peso umido ou ml de soro.

3.9 - Quantificacdo do Nitrito

A liberacdo de NO foi avaliada indiretamente pela mensuracédo dos niveis
de nitrito de acordo com o método de Green et al., 1982. Os implantes de esponja
foram removidos, pesados e incubados por 15 minutos a 37°C com PBS (500 pL).
O meio de incubacdo (100 pL) foi misturado com 10 pL de reagente de Griess
(0.1% N-1-naphthylediamine, 1%sulfanilamide em 5% H3PO4) e a densidade

Optica foi mensurada em 540 nm. A quantidade de nitrito no meio de incubacgéo
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foi calculada usando nitrito de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, US) como
padréo.

3.10 - Avaliacdo Histologica

Os implantes de esponja de um grupo separado de camundongos foi
cuidadosamente retirado, dissecado para que ficasse livre de tecido aderente e
fixado em formol tamponado a 10% p/v em solugcdo salina por no minimo 48
horas e processados para inclusdo em parafina. Seccbes (5um) foram coradas
com hematoxilina e eosina (H&E) e processadas para estudo em microscépio de
luz. As reacBes de Imunohistoquimica (IHQ) para a deteccdo de células
endoteliais e vasos sanguineos foram realizadas usando o anticorpo monoclonal
CD31 (Fitzgerald, MA, USA). Seccdes do tecido (5m) foram desparafinadas e a
recuperacdo do antigeno foi realizada em tampéo de citrato (PH 6), os pedacos
foram fervidos nesse tamp&o por 25 minutos a 95°C e resfriado por uma hora no
mesmo tampédo. Secc¢des foram incubadas por 5 minutos em 3% de peréxido de
hidrogénio para anular a peroxidase enddgena do tecido. A ligacdo nao
especifica foi bloqueada usando soro de cabra normal durante 10 minutos (1:10
em solucéo salina tamponada com fosfato) com 1% de albumina de soro bovino
(em tampdo fosfato salino). As secc¢des foram entdo imunocoradas com o
anticorpo monoclonal CD31 (diluicdo 1:40, DAKO Corporation, Carpinteria, CA,
USA) por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos serem lavadas em tampao
Tris-HCI, as seccdes foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente
com Streptavidina-HRP Universal Link biotinilado (DAKO, Carpinteria, CA, USA).

As seccOes foram coradas com hematoxilina e eosinas e montadas em
Permount (Fisher Scientific; NJ, EUA). A imunocoloracdo foi realizada

manualmente, e o baco foi utilizado como controle positivo. Os controles
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negativos foram realizados com a omissédo do anticorpo primario, resultando em
nenhuma coloracdo detectavel. A expressao destas proteinas foi avaliada com
base no grau de imunomarcacdo citoplasmatica em células endoteliais que
formam um lumen em seis campos de alta poténcia, independentemente da
intensidade de coloracédo (400x). Para realizar a analise morfométricas, imagens
de seccdes transversais obtidas de 15 campos (8533 pm2) foram capturados
com uma objetiva planapochromatic (40x) em microscopia de luz (aumento final =
400x). As imagens foram digitalizadas através de uma microcamera TK-1270/JCB
JVC e transferidas para um analisador (Kontron Electronics, Carl Zeiss - KS300
versdo 2). Um vaso contavel foi definido como uma estrutura com um Iimen
contendo glébulos vermelhos ou néo.

3.11 - Avaliagdo do fluxo sanguineo cutaneo

O principio da técnica baseia-se na difusdo de um marcador fluorescente
aplicado em um tecido vascularizado. Quanto maior a difusdo do marcador, maior
o fluxo sanguineo. Esse procedimento foi realizado no dorso dos animais
anestesiados por meio de uma aplicacdo intradérmica de fluoresceina sédica com
o objetivo de verificar se o background genético distinto dos camundongos
poderia determinar uma resposta diferencial ao dipiridamol. Inicialmente foi
coletada uma amostra de sangue da veia caudal do animal antes da aplicacdo da
fluoresceina para ser utilizado como parametro basal. Em seguida, uma solucéo
estéril (10 ul) de fluoresceina sodica (Sigma, USA; 1%) foi injetada e amostras de
sangue de 5 pl foram coletadas da veia caudal nos tempos de 1, 3, 5, 7, 10, 15,
20, 25 e 30 min. apés a injecao.

Essas amostras foram misturadas em 1 mL de solucdo salina isotdnica,

centrifugada por 5 minutos e o sobrenadante foi coletado para a determinacao da

40



fluorescéncia por minuto através de um fluorimetro Jeway (modelo 6200) a uma
taxa de excitacdo/emissao de 485/520. Os resultados foram expressos como pico
de fluoresceina na circulacao sistémica. Cinco animais de cada linhagem foram
utilizados para padronizar os parametros. No procedimento seguinte os animais
receberam via gavage uma dose de dipiridamol (200mg/Kg) e foram submetidas
ao mesmo procedimento.

3.12 - Analise Estatistica

Todos o0s ensaios propostos foram validados por testes estatisticos
adequados a cada modalidade (os dados foram submetidos a teste de
distribuicdo normal). Os resultados foram expressos em média £SEM.

Comparacdes foram realizadas usando andlise de variancia (ANOVA)
seguida por fator de correcdo Newman-Keuls para comparacbes multiplas.
Diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando os valores
de p foram menores que 0,05.

3.13 - Protocolo Experimental

Os animais foram separados em dois grupos, controle e experimental, nas
linhagens Balb/c e Swiss. Ap6s a manipulacdo cirdrgica para o implante da
esponja, 0s animais permaneceram 24 h em observacdo. Apds este periodo
iniciou-se o tratamento com dipiridamol na concentracdo de 200mg/Kg de peso
corporal para 0s grupos experimentais e a administracdo de agua para 0s grupos
controle. O volume da droga assim como do veiculo foram igualmente
administrados para todos os grupos através do método de gavage. Ambos foram
administrados por seis dias e no 7° dia ap6s o implante os animais foram

sacrificados e a esponja foi retirada para a analise do seu conteudo.
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Figura 3: Protocolo Experimental
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4- Resultados

4.1 - Parametros Vasculares

A analise dos parametros vasculares foi realizada por meio da quantificacdo do
conteudo de hemoglobina (Hb) presente no implante, da analise morfométrica do
namero de vasos e da quantificacdo da citocina pro-angiogénica VEGF. A
mensuracdo de hemoglobina avalia de forma indireta a neovascularizacdo por
meio do método de Drabkin.

Os resultados demonstram que na esponja controle a mensuracdo de Hb foi
maior na linhagem Swiss frente a linhagem Balb/C. As doses diarias de
dipiridamol (200mg/Kg) administradas por meio da gavage para as duas
linhagens reduziram o conteido de Hb dos implantes na linhagem Balb/C,
enquanto na linhagem Swiss houve um aumento do mesmo, indicando uma
reducdo da neovascularizacdo em uma linhagem e o aumento em outra (Fig. 4).
Sabendo-se que o VEGF € uma citocina com funcdo pré-angiogénica e que €
utilizado como marcador molecular da angiogénese, a dosagem desta molécula
em implantes de animais tratados e ndo tratados com dipiridamol poderia
corroborar como parametro bioquimico. Podemos notar que ha uma diferenca
anterior ao tratamento onde essa citocina é maior na linhagem isogénica. Com o
tratamento houve uma diminuicdo de VEGF nos implantes de Balb/C e aumento

nos implantes dos animais Swiss (Fig. 5).
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Figura 4 — Efeito do dipiridamol nos pardmetros angiogénicos em implantes de camundongos Balb/C e
Swiss no conteddo de hemoglobina intra-implante.

Diferencas nos parémetros angiogénicos e respostas ao dipiridamol foram observadas entre as
linhagens. Os valores mostrados séo as médias (+ SEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo.
Diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C representada por *p<0,05 e diferenca
significativa ap6s o tratamento com DIP representada por # p<0,05 (ANOVA).
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Figura 5 — Efeito do dipiridamol nos parametros angiogénicos em implantes de camundongos Balb/C e

Swiss no conteddo de VEGF intra-implante.

Diferencas nos parémetros angiogénicos e respostas ao dipiridamol foram observadas entre as
linhagens. Os valores mostrados sdo as médias (+ SEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo.
Diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C representada por *p<0,05 e diferenca
significativa apds o tratamento com DIP representada por # p<0,05 (ANOVA).

A andlise morfométrica do nimero de vasos sanguineos intra-implante foi
consistente com os dados bioquimicos que mostraram aumento no numero de
novos vasos em implantes Swiss comparado com os implantes Balb/C e refletem

os efeitos opostos do tratamento com dipiridamol na neovascularizacdo nas duas

linhagens (Figura 6).
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Figura 6 — Andlise morfométrica do nimero de vasos sanguineos intra-implante.

Diferencas nos parametros angiogénicos e respostas ao dipiridamol foram observadas entre as
linhagens. Os valores mostrados sdo as médias (xSEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo.
Diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C é representada por * p<0,05 e diferenca
significativa apds o tratamento com DIP por # p<0,05 (ANOVA).

4.2 - Parametros Inflamatorios

Os componentes da inflamacédo que foram induzidos pelo implante da
esponja foram mensurados através de dosagens que correlacionam a atividade
enzimatica com a quantidade de células inflamatorias recrutadas e a
concentragdo das citocinas inflamatérias como TNF-a e MCP-1. Podemos
perceber uma diferenca na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) entre as
duas linhagens, mostrando que a linhagem Balb/C possui maior quantidade
dessa enzima no grupo controle quando comparada com a linhagem Swiss. Apés
o tratamento por sete dias com dipiridamol ocorreu uma reducao dos niveis de
MPO nos implantes linhagem Balb/C, no entanto ndo houve diferenga nos niveis

desta enzima nos implantes dos animais Swiss apds o tratamento (Fig. 7).
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Figura 7 - Efeito do dipiridamol na atividade da enzima mieloperoxidase em implantes de animais

Balb/C e Swiss.

Os valores mostrados sdo as médias (xSEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo. * p<0.05
representa a diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C e # p<0,05 representa a
diferenca significativa apos o tratamento com DIP (ANOVA).

Os niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), potente citocina
presente em processos inflamatorios, possui conteddo similar nas esponjas
controle das duas linhagens. Apds sete dias de tratamento com dipiridamol os

niveis de TNF-alfa sdo reduzidos em ambas linhagens (Fig. 8).
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Figura 8 - Efeitos do dipiridamol na producéo da citocina pré-inflamatéria TNF-a.
Os niveis dessa citocina ndo variaram entre as linhagens. Valores mostrados sdo as médias (+SEM)
dos grupos de 6-8 animais por cada grupo (ANOVA).

A atividade enzimatica de N-acetil-glicosaminidase (NAG) que infere o

recrutamento de macréfagos ativados € similar nas duas linhagens.
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Ha uma reducgéo dos niveis de atividade dessa enzima ap0s o tratamento
com DIP apenas na linhagem Balb/C (Fig. 9). Os niveis de MCP-1, uma
quimiocina responsavel por atrair mondcitos para o sitio inflamatorio, foi maior em
animais isogénicos. Apoés o tratamento ndo houve reducéo dos niveis da citocina

nas duas linhagens (Fig. 10).
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Figura 9 - Efeito do dipiridamol nos parametros inflamatorios nos implantes Balb/C e Swiss.
Os valores mostrados sdo as médias (+SEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo. # p<0.05
representa diferenga significativa ap6s o tratamento com DIP (ANOVA).

L
S : * :
3 44
om
E
o 34
2
o 24
o
O
= 14
™
O
O DA
N © & &
° T g\:“ 6‘1\
& f Q
Q & &

Figura 10 - Efeitos do dipiridamol na producdo de citocina pré-inflamatéria CCL2(MCP-1/JE).

Os niveis dessa citocina foram maiores nos implantes Balb/C. Os valores mostrados sdo as médias
(xSEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo. * p<0.05 representa diferenca significativa entre
os implantes Swiss e Balb/C (ANOVA)

A producao de nitrito (marcador indireto da produgédo de NO) é similar nos
implantes do grupo controle nas duas linhagens. O tratamento com DIP foi capaz

de aumentar os niveis de nitrito nos implantes da linhagem Balb/c (Figura 11).
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Nitrito (pg/mg tecido)

Figura 11 - Efeito do dipiridamol na producéo de nitrito em implantes de camundongos Balb/C e
Swiss.

Os valores mostrados sdo as médias (xSEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo. # p<0.05
representa a diferencga significativa ap6s o tratamento com DIP (ANOVA).

4.3 - Parametros Fibrogénicos

A mensuracdo da fibrose formada no sitio inflamatério pode ser
determinada pelos niveis de colageno e pela quantificacdo da citocina TGF-
contidos nos implantes. Nas esponjas do grupo controle ha uma diferenca nos
niveis de colageno entre as linhagens Balb/C e Swiss, onde a linhagem Swiss
mostra niveis mais altos. ApGs sete dias de tratamento com dipiridamol ocorreu
um aumento nos niveis de TGF na linhagem heterogénica, enquanto que a
linhagem isogénica mostra uma redugdo. O contetdo do colageno foi avaliado
através do método colorimétrico do picrossirius red (Fig. 12)

Quanto a citocina TGF-Betal, nas esponjas do grupo controle, o grafico mostra
que h& maior producdo na linhagem isogénica e apés o uso do dipiridamol, a

citocina aumenta seus niveis em ambos os grupos (Fig. 13).
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Figura 12 - Efeitos do dipiridamol na deposicdo de colageno e nos niveis de TGFB1 nos implantes de
animais Balb/C e Swiss.

A deposigdo de colageno variou entre as linhagens e o tratamento com dipiridamol exerceu atividade
diferencial nas linhagens. Valores mostrados sdo as médias (+SEM) dos grupos de 6-8 animais por
cada grupo. *p < 0.05 representa a diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C. # p<0.05
representa a diferenca significativa ap6s o tratamento com DIP (ANOVA).
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Figura 13 - Efeitos dos niveis de dipiridamol em TGFf1 nos implantes Balb/C e Swiss.

O tratamento com dipiridamol mostrou sensibilidade relativa a linhagem. Valores mostrados sdo as
médias (xSEM) dos grupos de 6-8 animais por cada grupo. # p<0.05 representa a diferenga
significativa ap6s o tratamento com DIP (ANOVA).

4.4 - Difusao da Fluoresceina

Tendo estabelecido que o dipiridamol exerceu efeitos moduladores
distintos nos componentes angiogénicos, inflamatoérios e fibrogénicos do tecido
fibrovascular, nos investigamos o efeito vasodilatador do composto no fluxo

sanguineo cutaneo das duas linhagens.
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O método da difusdo da fluoresceina permite a avaliagdo do fluxo
sanguineo intradémico através da injecdo de substancia fluorescente no animal.
O gréfico abaixo (Fig. 14) mostra os picos de fluorescéncia antes e apos o
tratamento com uma dose de dipiridamol (200mg/Kg) administrada 24h antes da
avaliacdo. O fluxo sanguineo cutaneo dos animais Swiss foi maior do que aquele
dos Balb/c, uma vez que a linhagem heterogenica atinge o pico de fluorescéncia
em menor tempo quando comparada a linhagem isogénica. Isso significa que o
marcador se difundiu na corrente sanguinea da linhagem swiss mais rapidamente
do que na linhagem Balb/c. Ap6s o tratamento os picos de fluorescéncia foram
reduzidos nas duas linhagens que significa um aumento da difusdo do marcador

(vasodilatacao).
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Figura 14 - Efeito do dipiridamol na difusdo da fluoresceina apds injecéo intradérmica do corante em
camundongos da linhagem Balb/C e Swiss.

Valores mostrados sdo as médias (+tSEM) dos grupos de 4-6 animais por cada grupo. * p<0.05
representa diferenca significativa entre os implantes Swiss e Balb/C. # p< 0.05 representa diferenca
significativa ap6s o tratamento com DIP (ANOVA).

4.5 - Avaliacao da Histologia

Seccdes histoldgicas (coloragdo HE) dos implantes de esponja em duas
linhagens diferentes de camundongos mostraram um estroma ocupando 0S poros
de matriz sintética. Nos quadros A, B, C e D é possivel ver vasos sanguineos,

células inflamatérias e fibroblastos fusiformes em todos os cortes. Os quadros A e
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B se referem a linhagem Balb/c controle e apds tratamento com DIP,
respectivamente. Ja& os quadros C e D se referem a linhagem Swiss, tratado e
ndo tratado, respectivamente. H& mais vasos sanguineos e deposicdo de
coldgeno nos implantes da linhagem Swiss. Além disso, o tratamento com
dipiridamol foi capaz de reduzir a inflamacéo, angiogénese e deposicdo de
coldgeno em implantes da linhagem Balb/C, mas ndo na linhagem Swiss. Os
quadros E e F se referem a uma seccao da esponja da linhagem Swiss ligada ao
anticorpo monoclonal CD31. Esse anticorpo se liga a células endoteliais e por
isso € uma boa referencia para verificar a formacdo de novos vasos. Nesse caso,
o quadro F que é uma ampliacdo do quadro E mostra a ligacdo do anticorpo a um
dos vasos neoformado da linhagem Swiss. E possivel visualizar na histologia um

aumento do numero de vasos na linhagem Swiss.

o1



Figura 15 - Secc¢des histoldgicas representativas em A, B, C e D (5um, corado com H&E). As sec¢des E
e F foram ligadas ao anticorpo monoclonal CD31. Essas sec¢des de tecido fibrovascular foram
induzidas por implantes de esponja subcutaneos em camundongos Balb/C e Swiss.

O estroma fibrovascular que ocupa os poros da matriz esponjosa (formato triangular) é composto de
vasos sanguineos, células inflamatorias e fibroblastos fusiformes. O tecido nos implantes Swiss é mais
vascularizado. O tratamento com DIP modificou o padré&o de infiltra¢do celular em implantes Balb/C,
mas ndo em Swiss.; Aumento 400x; Inser¢édo 1000x.
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5 - Discussao

Esses experimentos demonstraram que a heterogeneidade genética
influenciou tanto o desenvolvimento de componentes fibrovasculares induzidos
por matriz sintética alojada no espaco subcutaneo de camundongos Swiss e
Balb/c quanto a resposta dos animais ao dipiridamol. Esse composto ja é utilizado
na clinica ha décadas em uma série de condi¢cdes vasculares como insuficiéncia
cardiaca, enfermidades tromboembdlicas e claudicacdo intermitente e tem
demonstrado exercer outras atividades bioldgicas importantes tais como: efeitos
anti-inflamatérios, anti-fibrogénicos, anti-fosfodiesterasicos, anti-oxidante e anti-
proliferativos *°**°. Além disso, tem sido demonstrado que o dipiridamol aumenta
a perfusdo do tecido isquémico, a angiogénese e a arteriogénese devido a sua

111 Evidéncias

habilidade de aumentar a biodisponibilidade de Oxido nitrico
experimentais demonstram que o DIP possui acoes terapéuticas que eleva sua
importancia como uma droga que pode ser reposicionada no mercado devido ao
seu valor médico e comercial, ou seja, novas indica¢cbes para uma droga ja
existente e bastante conhecida ndo sé pelos efeitos classicos, como também
pelos seus efeitos colaterais ja bem estabelecidos. Nesse trabalho, nos
identificamos novas propriedades desse composto, como seu efeito anti-
inflamatério, anti-fiborogénico e suas acdes angiogénicas, assim como a interacao
entre o background genético dos animais e os efeitos do DIP.

O modelo escolhido para investigar os efeitos do DIP na angiogénese
inflamatoria baseia-se no implante subcutdneo de esponja de poliéster-
poliuretano no dorso de camundongos das linhagens Balb/C e Swiss. Ja é bem

documentado que a implantacdo de matrizes sintéticas induz a formacao de um

tecido fibrovascular cujos componentes (inflamacéo, angiogénese e fibrogénese)
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sd0 uma resposta necessaria a injuria . No entanto, em vérias condicdes
patologicas (processos inflamatérios cronicos, tumores) estes componentes sao
considerados responsaveis pela manutencdo e agravamento dos processos.
Utilizando-se este modelo foi possivel detectar que os implantes do grupo
controle de ambas as linhagens encontravam-se aderidos aos tecidos adjacentes
sete dias poOs-implantacdo. A intensidade da aderéncia foi maior nos animais
Swiss em relacdo aos Balb/c, porém o tratamento atenuou o processo de
aderéncia em ambas as linhagens. Além disso, o local onde a esponja estava
inserida apresentava uma resposta inflamatéria natural do tecido a um corpo
estranho. Foi possivel perceber que tanto os componentes do tecido fibrovascular
como a sensibilidade dos animais séo tracos associados ao background genético.
Por exemplo, os implantes dos animais Swiss eram inerentemente mais
vascularizados do que os dos camundongos Balb/c. Além disso, o tratamento
com o DIP exerceu efeito anti-angiogénico nos implantes de camundongos Balb/c
e pro-angiogénico nos implantes de camundongos Swiss. E possivel que esse
efeito tenha ocorrido como mecanismo de compensacao do VEGF ou por uma
resposta a caracteristicas inerentes de cada linhagem que ndo foram
aprofundadas nesse estudo.

Varios estudos ja mostraram varios fenotipos influenciados pelo background

98 3

genético incluindo, tolerancia ao etanol %', sepse %, secrecdo de insulina 3,

cicatrizagdo d6ssea *°, de feridas de varios tecidos ‘9%

, susceptibilidade a
glomerulonefrite autoimune 1%, resposta ao treinamento fisico '°*. Alguns estudos
tém identificado também a influéncia da heterogeneidade genética na

angiogénese e processos associados. Foi observado que camundongos FVB que

tem uma resposta angiogénica menos intensa do que camundongos C57BL/6J
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s&80 mais resistentes ao crescimento de retinoblastomas *. Rohan et al., (2000)
avaliaram a sensibilidade de diferentes linhagens de camundongos isogénicos a
fatores angiogénicos utilizando o modelo de neovascularizacdo da cornea. O
estudo revelou que camundongos FVB apresentaram moderada angiogénese em
relacdo aos camundongos da linhagem C57BL/6J. Além disso, foi observado que
0 background genético alterou a sensibilidade das linhagens a inibidores
angiogénicos °. Ward et al., 2007, mostrou também que fatores angiogénicos
cerebrais, como VEGF, angiopoietinas e Tie 2, e a resposta fisiologica a hipdoxia
cronica diferiam entre linhagens de camundongos comumente utilizadas, como
CD1, 129/SV, C57BL/6 e Balb/c. °. Mais recentemente, Marques et al. 2011 ao
caracterizar a cinética da formacao do tecido fibrovascular induzido por implantes
de esponjas em camundongos isogénicos e heterogénicos revelou diferencas
marcantes na intensidade da angiogénese ’. Dessa forma, diversos estudos tem
mostrado que a heterogeneidade genética desempenha um papel importante na
resposta angiogénica e esse fator deve ser considerado no desenho experimental
e interpretacao dos resultados de acordo com a linhagem utilizada.

O efeito angiogénico do dipiridamol em implantes Swiss estdo de acordo
com os resultados de Patillo et al. que demonstraram o efeito pr6-angiogénico na
isquemia de membro inferior, porém ele contrasta com o efeito anti-angiogénico
em camundongos Balb/C ***. Esse achado demonstra a importancia de conhecer
a sensibilidade de diferentes linhagens de animais a farmacos com atividade
angiogénica.

Outro resultado inesperado no trabalho tem foi nos niveis de VEGF intra-

implante, uma citocina marcadora da angiogénese, foi menor em camundongos

55



Swiss comparado aos implantes de Balb/C. No entanto, o tratamento com DIP
estimulou a producdo de VEGF em implantes de Swiss.

Esses resultados indicam que o background genético influenciou néo sé a
producédo de citocina do grupo controle, como também sua produg¢do em resposta
ao farmaco.

O fato dos niveis de VEGF serem maiores em implantes menos
vascularizados (animais isogénicos) pode indicar uma tentativa de compensacéo
para a deficiéncia vascular dessa linhagem. O VEGF é produzido por células
endoteliais quiescentes em uma acdo autdcrina de protecdo. Essas células
possuem sensores de oxigénio e um exemplo da producdo de VEGF € no caso
de hipdxia, quando os sensores serdo ativados e essa producdo ocorrera para
ajustar a demanda®*. O achado do estudo é pertinente com os dados
apresentados por Fukino et al, 2003 que demonstraram deficiéncia na formacao
de vasos colaterais em camundongos Balb/C comparados a uma outra linhagem
isogénica (C57BI/6) 2. Nossa anéalise morfométrica de implantes de animais
tratados e ndo tratados corrobora com parametros bioquimicos usados como
evidéncia indireta da angiogénese.

Em relac@o aos parametros inflamatérios também podemos perceber uma
nitida diferenca entre as linhagens e em resposta ao farmaco. A resposta
inflamatdria aguda pode ser avaliada por meio da mensuracdo da atividade da
mieloperoxidase (MPO) e da citocina TNF-a. O MPO é um marcador do
recrutamento de neutréfilos 3. Em niveis controle ele ja4 se mostra seis vezes
maior na linhagem isogénica em comparacédo aos implantes Swiss. O tratamento
com dipiridamol reduziu os niveis da atividade de MPO. A citocina pro-

inflamatoria TNF-a ndo mostrou alteragdes significativas antes ou depois do
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tratamento ou até mesmo entre linhagens. Para avaliar os parametros
inflamatérios cronicos mensuramos a atividade da N-acetil-glicosaminidase
(NAG), um marcador para o recrutamento de macrofagos e é também encontrado
nos lisossomos de mondcitos, e a citocina MCP-1/CCL2 uma quimiocina que
recruta macréfagos **. Houve maior producdo de NAG e MCP-1/CCL2 na
linhagem isogénica em comparacéo a linhagem heterogénica e apds o tratamento
com DIP os niveis de NAG foram reduzidos na linhagem isogénica, entretanto o
tratamento foi ineficaz em produzir efeito nos paradmetros inflamatorios cronicos
na linhagem heterogénica. Pela diminuicdo dos niveis das enzimas inflamatorias
apos o tratamento com dipiridamol em Balb/C podemos confirmar os efeitos anti-

inflamatdrios descrito em outros animais

e ressaltar a diferenca entre as
linhagens uma vez que os implantes Swiss nao foram afetados pelo tratamento.
O tratamento com dipiridamol também provocou um aumento na producéo
de nitrito (avaliacdo indireta da producdo de NO). O NO é uma molécula que
pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do meio onde se encontra e é
rapidamente destruido pelo oxigénio, sendo que sua oxidag¢do produz nitrito e
nitrato. O NO é citotoxico e vasodilatador além de modular reac¢des inflamatorias
ou anti-inflamatérias, dependendo do tipo celular e do estimulo **°. O NO medeia
varios fenbmenos como vasorrelaxamento dependente do endotélio, citotoxidade
mediada por macréfagos, inibicdo da ativacao, adesédo e agregacdo plaquetaria
116117 Esta molécula permite a producdo de GMPc que é um dos responsaveis
pela vasodilatacdo. O dipiridamol age inibindo a fosfodiesterase responsavel por
clivar o GMPc causando dessa forma seu aumento e com isso seu efeito

vasodilatador. Considerando que a maior disponibilidade do NO na linhagem

isogénica, assim como seus efeitos vasodilatador e citotoxico, podemos inferir
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que o DIP tenha agido por esse mecanismo contribuindo para a reducédo da
inflamagé&o nos implantes dos camundongos Balb/c.

Em nosso estudo o aumento de nitrito intra-implante na linhagem isogénica
apos o tratamento com DIP concorda com os achados de Patillo et al, 2010 que
mostra um aumento dos niveis de NO/nitrito em musculatura isquémica de
camundongos C57BI/6J (linhagem isogénica) apés tratamento com DIP
Nossos resultados mostraram que a linhagem isogénica apresenta resposta
inflamatdria mais exacerbada ao implante e maior sensibilidade ao dipiridamol
enquanto que a linhagem heterogénea foi menos sensivel a droga como também
na resposta inflamatéria basal.

Com relacdo a resposta fibrogénica avaliada pela deposi¢édo de colageno e
niveis de producdo da citocina TGF-B1 as linhagens obtiveram respostas
divergentes. A linhagem heterogénica apresentou uma maior deposicdo de
coldgeno em relacao a linhagem isogénica e apés o tratamento com dipiridamol,
os niveis do colageno da linhagem isogénica foram reduzidos. Em contraste, o
mesmo tratamento ndo promoveu alteracdo na deposicdo do coldgeno na
linhagem heterogénica. Em relacdo a producdo da citocina TGF-$1, o DIP foi
eficaz em aumentar seus niveis nos implantes dos animais heterogénicos. Nos
animais isogénicos, embora os niveis de TGF-f1 tenham sido maiores, nao
houve aumento correspondente do colageno. Essas diferencas nas acgles
exercidas pelo dipiridamol, na deposicdo de coldgeno e producdo da citocina
podem ser atribuidas ao background genético de cada linhagem. Os achados de
Kolb et al 2002 corroboram com nossos estudos quando mostram que

camundongos Balb/C foram mais resistentes a fibrose pulmonar induzida por
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varios componentes comparado com camundongos C57BL6/J sugerindo dessa
forma que essa diferenca se deve a heterogeneidade genética 2.

Apds determinarmos diferencas entre os varios componentes do tecido
fibrovascular recém-formado nas duas linhagens e sensibilidade diferencial ao
DIP foi avaliada a possibilidade da existéncia de diferencas entre a vasculatura
pré-existente da pele. A avaliacdo do fluxo sanguineo cutaneo utilizando o

método da difusdo da fluoresceina %

revelou que nos camundongos Balb/c a
difusdo da fluoresceina ocorria mais tardiamente em relagdo ao Swiss, uma
diferenca funcional inerente destes animais. No entanto, ambos 0s animais
responderam de forma similar ao farmaco.

Os resultados desta investigacdo mostraram a influéncia do background genético
em promover marcante heterogeneidade nos componentes da angiogénese
inflamatéria e na sensibilidade diferencial ao DIP podendo ser relevantes em

direcionar a escolha de animais experimentais ou a populagdo humana em testes

clinicos de drogas com atividade nestes processos.

Resposta das

linhagens ao DIP Balb/C
Vascularizacéo Reducao Aumento
Inflamacéo Reducao N&o ha diferenca
significativa
Fibrose Reducao Aumento

Figura 16: Tabela
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6 - Conclusoes

1- As linhagens Swiss e Balb/c respondem diferentemente ao implante e
ao tratamento com DIP.

2- Tratamento com DIP gera aumento da angiogenese na linhagem Swiss
e reducédo na linhagem Balb/c por razdes ainda pouco claras.

3- O DIP diminui a atividade pro-inflamatéria de células no modelo
realizado em Balb/c e ndo teve influencia na linhagem Swiss.

4-Esse estudo revela novos efeitos potenciais do DIP na angiogénese
inflamatoria (reposicionamento de drogas).

5- Fatores genéticos determinam a capacidade fibroproliferativa dos

animais bem como a resposta a farmacos que atuam no processo.
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