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RESUMO 

 

A angiogênese terapêutica tem sido proposta como uma alternativa para o tratamento de doenças 

isquêmicas, tais como a Doença Arterial Periférica. Inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (iECA), além de suas propriedades anti-hipertensivas, também são capazes de 

aumentar a angiogênese induzida por isquemia. Os iECA foram desenvolvidos com base nos 

primeiros oligopeptídeos ricos em prolina do veneno da serpente Bothrops jararaca (Bj-PROs) 

conhecidos como peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs). No entanto, os efeitos anti-

hipertensivos de novos Bj-PROs, dentre eles Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, não estão 

relacionados à sua capacidade em inibir a ECA. Portanto, nosso objetivo foi avaliar se esses novos 

peptídeos (71 nmol/Kg, i.p., a cada 24h) afetariam a revascularização de membros posteriores 

isquêmicos (modelo de oclusão da artéria femoral – OAF) de animais normoglicêmicos e/ou 

hiperglicêmicos (modelo de diabetes tipo I – DM1 – induzida por estreptozotocina – STZ). 

Observamos efeitos benéficos do peptídeo Bj-PRO-5a na recuperação do fluxo sanguíneo dos 

membros isquemiados e no aumento da densidade de capilares e de arteríolas, bem como dos 

níveis VEGF nos músculos de animais normoglicêmicos. Além disso, esse peptídeo estimulou a 

mobilização de células-tronco angiogênicas (CTA`s) da medula óssea para o sangue. 

Interessantemente, todos esses efeitos foram abolidos em animais nocautes para o receptor B1 de 

Bradicinina (B1R-KO), mas não em animais B2R-KO ou em animais selvagens tratados com L-

NAME. Não observamos, entretanto, melhora na recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

iquemiados em animais com DM1 induzido por STZ tratados com Bj-PRO-5a. Nosso grupo já 

havia demonstrado que os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c estimulam a revascularização de 

membros posteriores isquêmicos de animais normoglicêmicos. Avaliamos, então, os efeitos 

desses peptídeos sobre a revascularização de membros isquêmicos de animais com DM1. Nossos 

resultados demonstraram uma melhora na recuperação do fluxo sanguíneo e aumento 

significativo na angiogênese e arteriogênese. Além disso, Bj-PRO-7a, mas não Bj-PRO-10c, 

estimulou a mobilização de CTAs para o sangue. Interessantemente, embora nenhum desses 

peptídeos tenha alterado o quadro de intolerância à glicose apresentado pelos animais com DM1, 

o peptídeo Bj-PRO-7a, mas não o Bj-PRO-10c, apresentou efeito hipoglicemiante. Em conclusão, 

nossos dados sugerem que o peptídeo Bj-PRO-5a estimula a recuperação de membros posteriores 

isquêmicos de camundongos normoglicêmicos, mas não daqueles com DM1. Esses efeitos 

parecem envolver a atividade do receptor B1R de cininas e são parcialmente dependentes da 

liberação de óxido nítrico, mas são independentes da atividade do receptor B2R. Além disso, os 

peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c são capazes de estimular a revascularização de membros 

posteriores isquêmicos em camundongos com DM1. 
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ABSTRACT 

Therapeutic angiogenesis has been proposed as an alternative for the treatment of ischemic 

diseases, such as Peripheral Artery Disease. Inhibitors of angiotensin converting enzyme (ACEi), 

in addition to their antihypertensive properties, are also capable of increasing ischemia-induced 

angiogenesis. ACEi have been developed based on the first prolin-rich oligopeptides of Bothrops 

jararaca venom (Bj-PROs) previously known as bradykinin potentiating peptides (BPPs). 

However, the antihypertensive effects of novel Bj-PROs, among them Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a 

and Bj-PRO-10c, are not related to their ability to inhibit ACE. Therefore, our aim was to evaluate 

whether these new peptides (71 nmol / kg, i.p., every 24 hours) would affect ischemic hindlimb 

revascularization (femoral artery occlusion model - FAO) of normoglycemic and/or 

hyperglycemic animals (Type I diabetes - DM1 - induced by streptozotocin - STZ). We observed 

beneficial effects of the Bj-PRO-5a peptide on ischemic limbs blood flow recovery and increased 

capillary and arteriolar densities as well as VEGF levels in the ischemic muscles of 

normoglycemic animals. In addition, this peptide stimulated the mobilization of circulating 

angiogenic cells (CACs) from the bone marrow. Interestingly, all of these effects were abolished 

in mice knockouts for the Bradykinin B1 receptor (B1R-KO), but not in B2R-KO animals or wild-

type (WT) animals treated with L-NAME. However, we did not observe improvement in the 

blood flow recovery of ischemic hindlimbs in STZ-induced diabetic animals treated with the 

peptide Bj-PRO-5a. Of note, our group has previously demonstrated that peptides Bj-PRO-7a and 

Bj-PRO-10c stimulate revascularization of ischemic hindlimbs of normoglycemic animals. Here, 

we then evaluated the effects of these peptides on the revascularization of ischemic hindlimbs of 

animals with STZ-induced DM1. Our results demonstrate an improvement in blood flow recovery 

and a significant increase in angiogenesis and arteriogenesis. In addition, Bj-PRO-7a, but not Bj-

PRO-10c, stimulated the mobilization of CACs into the blood. Interestingly, although none of 

these peptides altered the glucose intolerance of the DM1 group, the peptide Bj-PRO-7a, but not 

Bj-PRO-10c, presented a hypoglycemic effect. In conclusion, our data suggest that the Bj-PRO-

5a peptide enhances the revascularization of ischemic hindlimbs from normoglycemic mice, but 

not from those with DM1. These effects seem to involve the activity of the kinin B1R receptor 

and are partially dependent on the release of nitric oxide, but are independent of B2R receptor 

activity. In addition, the peptides Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c are capable of stimulating 

revascularization of ischemic hindlimbs in mice with DM1. 
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1- Introdução 

 

1.1 Doença arterial periférica e Diabetes Mellitus   

A Doença arterial periférica (DAP) é um grupo de doenças caracterizadas pelo 

estreitamento ou oclusão das artérias, resultando em redução gradual de fornecimento do aporte 

sanguíneo para os membros. Pacientes com DAP podem ser assintomáticos ou podem 

desenvolver sintomas de claudicação intermitente (dor nos membros inferiores durante exercício 

físico) ou sintomas de isquemia crítica intermitente do membro, caracterizada pela dor em 

repouso com presença ou ausência de ulceração ou gangrena (NORGREN et al., 2007). A 

prevalência de DAP varia entre diferentes populações em todo o mundo. Estima-se um número 

de 202 milhões de casos diagnosticados para DAP em todo mundo (FOWKES et al., 2013). No 

Brasil, estima-se uma prevalência de 10,5% na população geral (MAKDISSE et al., 2008). 

Os fatores de risco para o desenvolvimento da DAP incluem tabagismo, hipertensão, 

doença cardíacas isquêmicas, Diabetes Mellitus (DM), dentre outros (TAVINTHARAN et al., 

2009; MASCARENHAS et al., 2014). Em pacientes diabéticos, o grau e a duração de 

hiperglicemia estão associados ao aumento no risco de desenvolver DAP, bem como ao 

agravamento da doença (ADLER et al., 2002). Althouse et al. (2014) estimaram que, a cada 

aumento de 1% de HbA1c, aumenta em 21% risco de desenvolver DAP nos 4-6 anos seguintes. 

Além disso, pacientes com DAP e DM têm maiores riscos de amputação de membros da 

extremidade inferior do que pacientes com DAP sem DM, sendo que mais de 50% de todas as 

amputações ocorrem em pessoas com DM. Importantemente, DAP associada ao DM está 

fortemente relacionada com doenças cardiovasculares e cerebrovasculares, contribuindo para um 

alto risco de morbidade e mortalidade (GOLDSTEIN et al., 2006, TSAI et al., 2001; JUDE et al., 

2001).  

O DM é uma doença metabólica crônica caracterizada por hiperglicemia. Suas causas se 

baseiam tanto pela defeituosa secreção de insulina (DM Tipo I), quanto pela resistência à insulina 

nos órgãos periféricos (DM Tipo II). Segundo a OMS, em 2014, existiam cerca de 422 milhões 

de pessoas vivendo com diabetes, em comparação com 108 milhões em 1980. A prevalência 

global de diabetes quase dobrou desde 1980, tendo aumentado de 4,7% para 8,5% na população 

adulta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O DM impacta negativamente na 

qualidade de vida do indivíduo, diminuindo sua expectativa de vida devido a vários 

complicadores, como neuropatias, nefropatias e doenças cardiovasculares. A hiperglicemia e a 

ausência de atividade da insulina acarretam alterações metabólicas e disfunções em células 
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endoteliais, levando a complicações micro e macrovasculares (LUCA and OLEFSKY, 2007), 

TAYLOR, 1999, WU e HUAN, 2007).  

Nesse contexto, em pacientes diabéticos, o excesso na produção de produtos finais de 

glicação avançada (AGEs), leva ao aumento do estresse oxidativo e fatores inflamatórios, o que 

pode indiretamente ou diretamente agravar a DAP (MARSO e HIATT, 2006). AGEs são 

compostos formados pela interação entre grupos cetônicos (decorrentes da hiperglicemia) e 

proteínas plasmáticas e teciduais. A ligação de  AGEs em células endoteliais, por exemplo, podem 

levar a alterações no funcionamento dessas células, como o excesso de produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) que podem diminuir a biodisponibilidade ou mesmo a produção de 

óxido nítrico (NO) pela inibição da óxido nítrico sintase (NOS), consequentemente, levando à 

disfunção endotelial (BARLOVIC et al., 2011). 

             A DAP pode ser assintomática até atingir um estágio avançado.  No DM, apresenta-se 

numa idade mais precoce e progride mais rapidamente do que em pacientes não diabéticos, 

tornando a doença mais grave. No caso de dor em repouso ou lesões tróficas, a indicação é pelo 

tratamento cirúrgico como, por exemplo, pela angioplastia ou enxerto. Ainda assim, se os 

sintomas persistirem e o fluxo continuar obstruído, o próximo passo é a amputação do membro 

afetado (JUDE, 2004, JUDE et al., 2001). Dessa maneira, terapias baseadas na estimulação do 

crescimento de novos vasos sanguíneos, como tentativa de melhora na revascularização do tecido 

isquêmico, representam estratégica terapêutica interessante no tratamento da DAP. 

 

1.2 – Neovascularização 

1.2.1 Angiogênese 

A neovascularização ocorre tanto na saúde quanto na doença.  O sistema vascular tem 

função de penetrar em órgãos e tecidos para suprir as células locais com nutrientes e oxigênio. 

Para que isso aconteça, é necessário que haja formação de vasos sanguíneos. Em casos 

fisiológicos, a ativação da angiogênese, por exemplo, acontece na embriogênese, onde o 

desenvolvimento do sistema vascular é imprescindível (COULTAS et al., 2005). A estrita 

regulação do sistema circulatório e o funcionamento equilibrado é muito importante para o 

organismo, ao passo que, tanto excessiva formação de vasos sanguíneos, quanto o seu 

desenvolvimento insuficiente pode levar a doenças graves. Por exemplo, ativação da angiogênese 

é uma condição necessária para o desenvolvimento de doenças inflamatórias crônicas e tumores 

malignos. Um nódulo de tumor em expansão, como qualquer outro tecido, deve ser fornecido 

com oxigênio e nutrientes para manter sua atividade vital (KARAMYSHEVA et al., 2007). Por 

outro lado, em casos de oclusão total ou parcial do fluxo sanguíneo para uma determinada área, a 

ineficácia da formação de novos vasos sanguíneos agrava ainda mais regiões de isquemia devido 

à falta de oxigenação, podendo levar, por exemplo, a infarto do miocárdio e acidente vascular 
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encefálico, conduzindo assim à perda tecidual. Especificamente, no caso dos membros inferiores, 

os casos mais graves podem resultar em amputação dos mesmos (MONCADA et al., 2006). 

             Neste trabalho, serão abordados três conceitos sobre formação de vasos sanguíneos 

(Figura.1). Considera-se angiogênese, a formação de novos vasos a partir de células endoteliais 

diferenciadas de um capilar pré-existente (Carmeliet, 2000). A hipóxia causada pelo aporte 

inapropriado de oxigênio, induz a liberação de citocinas como: fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), angiopoietina, fator de transformação do crescimento (TGF-β), fator de 

crescimento fibroblástico (FGF) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF); este 

último, é um importante e muito estudado estimulador da angiogênese. Porém, essa estimulação 

fisiológica do crescimento de novos vasos sanguíneos por angiogênese, apesar da tentativa de 

contribuição para o restabelecimento da perfusão sanguínea local, não consegue compensar 

totalmente a obstrução ocorrida, pois são capilares pequenos, com diâmetro entre 10 a 20µm 

(LAWALL et al., 2010).  

No indivíduo adulto, os vasos sanguíneos são quiescentes e raramente formam novos 

ramos. No entanto, as células endoteliais mantem uma alta plasticidade para detectar e responder 

à sinais angiogênicos (JAIN, 2003). Atraídos por sinais pró-angiogênicos, as primeiros células a 

se separarem da parede do vaso são os pericitos, que se libertam da membrana basal por 

degradação proteolítica mediada por metaloproteinases (MMP`s). Em seguida, as células 

endoteliais se tornam móveis e invasivas e projetam extensões citoplasmáticas chamadas de 

filopódios (SCHLINGEMANN et al.., 1991). A partir daí, essas células endoteliais guia 

(denominadas tip cell) formam novos brotos em direção ao gradiente dos sinais pró-angiogênicos, 

seguidas das células endoteliais em migração (denominadas stalk cell), estabelecendo o lúmen 

via proliferação para suportar o alongamento do broto. Células guia se juntam com células 

vizinhas para formar anastomoses e, então, ampliar a rede vascular local (GRIFFIOEN & 

MOLEMA, 2000). O processo cessa a partir da diminuição dos sinais pró-angiogênicos e aumento 

dos sinais anti-angiogênicos quando, então, a quiescência é reestabelecida (FOLKMAN, 2003; 

CARMELIET, 2003). 

 

1.2.2 Arteriogênese 

1.2.2.1 Arteriogênese de novo 

             A arteriogênese, por sua vez, envolve o desenvolvimento de vasos colaterais a partir de 

uma rede de arteríolas pré-existentes, seja por crescimento de novos vasos, seja por 

remodelamento de ramos colaterais. Diferentemente da angiogênese, o principal gatilho para este 

processo de neovascularização é o estímulo mecânico causado sobre as paredes das arteríolas pelo 

aumento da força de cisalhamento que ocorre após a oclusão de uma artéria de maior calibre, bem 

como a resposta inflamatória decorrente deste. No caso do crescimento de uma nova arteríola, 

este ocorre a partir da proliferação e migração de células endoteliais e/ou progenitoras endoteliais, 
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bem como da musculatura lisa presentes em arteríolas pré-existentes para formar um novo lúmen 

vascular (SCHAPER, 2012; PHNG et al., 2009). 

 

1.2.2.2 Arteriogênese por remodelamento vascular 

Artérias colaterais podem aumentar o seu diâmetro pelo remodelamento de sua parede, 

aumentando assim a capacidade de transportar sangue para regiões isquêmicas. Esse processo 

arteriogênico é estimulado pela a força de cisalhamento aumentada nos vasos colaterais à artéria 

principal ocluída, levando a um aumento na expressão de moléculas de adesão pelas células 

endoteliais, o que favorece a adesão de monócitos que, posteriormente, se acumulam em volta 

dos vasos colaterais e secretam fatores de crescimento e citocinas (ex: VEGF, NO, proteína 

quimiotática de monócitos/MCP-1). Em alguns modelos experimentais, a arteriogênese endógena 

é capaz de restaurar quase totalmente a revascularização no tecido isquêmico induzido pelo 

estreitamento vascular (HEILMANN et al., 2002). 

  

 

Figura 1 - Processos de formação de vasos sanguíneos: angiogênese, arteriogênese e vasculogênese 

 

1.2.3 Vasculogênese 

             Além disso, novos vasos sanguíneos podem se desenvolver a partir de células 

progenitoras endoteliais (CPEs – no adulto) ou angioblastos (no embrião) em um processo 

denominado vasculogênese, o qual também pode ser estimulado por hipóxia e contribuir na 

revascularização pós-natal (CARMELIET et al., 2003). A vasculogênese é, portanto, definida 

como a formação de novos vasos sanguíneos através da diferenciação de células precursoras em 
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células endoteliais (RISAU et al., 1997). Postula-se que essas células progenitoras possam 

desempenhar um papel importante na reparação vascular endógena após lesão vascular e na 

manutenção da integridade endotelial. Foi proposto que CPEs são mobilizadas de seus nichos, 

como a medula óssea, por exemplo, em direção à corrente sanguínea e são capazes de migrar para 

o tecido isquêmico, se diferenciando em células endoteliais e se incorporando em vasos pré-

existentes, como também pela secreção de citocinas agindo de modo parácrino, facilitando a 

angiogênese (ASAHARA et al, 1997). Além disso, Fang e colaboradores, sugeriram 

recentemente a existência de subpopulações de células-tronco progenitoras c-kit+ altamente 

angiogênicas que seriam advindas da camada endotelial dos vasos sanguíneos (FANG et al, 

2012).  

 

 

Figura 2 – Processos de neovascularização em resposta à obstrução arterial. A angiogênese se dá pela 

formação de novos vasos a partir de células endoteliais pré-existentes, onde fatores de crescimento como 

VEGF, são liberados tanto do local de hipóxia como de células endoteliais com intuito de estimular a 

angiogênese. Denomina-se vasculogênese, o processo de formação de novos vasos a partir de células 

progenitoras endoteliais (CPEs) derivadas da medula ossea, de onde são mobilizadas em direção à corrente 

sanguínea e são capazes de migrar para o tecido isquêmico, se incorporando em vasos pré-existentes ou 

liberando citocinas para estimulação da angiogênese. A arteriogênese refere-se ao desenvolvimento de 
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vasos colaterais a partir de uma rede de arteríolas pré-existentes, seja por crescimento de novos vasos, seja 

por remodelamento de ramos colaterais. O estresse de cisalhamento causado pela oclusão induz uma adesão 

acentuada de macrófagos em volta dos vasos colaterais, o que leva a uma produção de fatores de 

crescimento e citocinas que induzirão o aumento no diâmentro dos vasos.  (Adaptado de Cooke e Losordo, 

2015) 

 

 

Em conjunto, esses três processos de neovascularização; angiogênese, arteriogênese e 

vasculogênese, regulados de forma adequada e integrativa, podem restabelecer a perfusão do 

fluxo sanguíneo em áreas isquêmicas (Figura 2). Entretanto, é importante salientar que em 

pacientes diabéticos a neovascularização é prejudicada, o que pode acarretar em doenças 

vasculares isquêmicas, devido a vários fatores incluindo a expressão insuficiente de fatores pró-

angiogênicos como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o óxido nítrico (NO). 

Desse modo, a angiogênese e arteriogênese são insuficientes para superar a diminuição do fluxo 

de sangue por artérias estreitadas ou ocluídas nesses pacientes (HUANG et. al., 2008; RISAU, 

1997). Prejuízo na mobilização e nas funções de EPCs são relatadas no DM do Tipo 1. Os 

mecanismos propostos para tal anormalidade se baseiam, especialmente, na geração deficiente de 

NO e aumento no nível de estresse oxidativo (TAKAHASHI et al., 1995; GALLAGHER et al., 

2007; FADINI et al., 2006). 

 

 

1.3 – Sistema calicreína-cinina e angiogênese 

Os componentes-chave do sistema calicreína-cinina estão presentes no âmbito vascular, 

onde podem funcionar por mecanismos autócrinos e/ou parácrinos. Este sistema age através de 

cininas que são geradas a partir de precursores, chamados de cininogênios, e de enzimas, 

chamadas de calicreínas (calicreína plasmática e calicreína tissular). A cinina mais importante é 

a Bradicinina (BK), um nonapeptídeo que se liga com alta afinidade ao receptor B2 (B2R) 

acoplado à proteína-G expresso em diversos tecidos e, especialmente, no endotélio vascular. A 

clivagem da Bradicinina em seu sítio C-terminal pela enzima cininase I (uma carboxipeptidase) 

resulta no peptídeo Des-Arg9-bradicinina, o qual se liga com alta afinidade ao receptor B1 (B1R). 

A expressão do receptor B1R, também acoplado à proteína-G, é induzida por mediadores 

inflamatórios em locais com lesão, em contraste, portanto, com o receptor B2R, que é 

constitutivamente expresso em vários tipos celulares. Em sequência, a enzima Cininase II  

degrada as cininas em fragmentos inativos; essa enzima é também conhecida como enzima 

conversora de angiotensina I (ECA), a enzima passo-limitante na produção de angiotensina II. 

Nos vasos sanguíneos, as cininas produzidas pelo endotélio ativam células endoteliais e células 

da musculatura lisa do vaso, promovendo a produção de prostaglandinas e óxido nítrico (NO), 
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modulando a função vascular (STONE et al., 2009; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; HU et al., 

1993). 

             Vários trabalhos evidenciam o papel do sistema calicreína-cinina na regulação da 

angiogênese em diferentes modelos experimentais. Antagonistas de B1R atrasam a recuperação 

do fluxo sanguíneo e diminuem a densidade capilar, enquanto agonistas de B1R e B2R melhoram 

o fluxo nos músculos isquemiados em modelo de isquemia de membros. Do mesmo modo, 

agonistas de B1R e B2R têm potente efeito pró-angiogênico em animais diabéticos submetidos à 

isquemia de membros, através da mobilização de células-tronco angiogênicas CD34+/VEGFR2+ 

e infiltração de macrófagos (EMANUELI et al., 2002; DESPOSITO et al., 2015). Ratos que não 

produzem cininogênio, por exemplo, tem uma capacidade reduzida de formação de vasos 

sanguíneos em modelos de angiogênese inflamatória (ISORDIA-SALAS et al., 2005). Além 

disso, camundongos knockout para o receptor B2R demonstraram ter uma baixa capacidade de 

brotamento de vasos em modelo de isquemia cardíaca (SANCHEZ et al., 2008). Em modelo de 

isquemia de membros, animais knockout para calicreína tissular apresentaram reduzida 

capacidade angiogênica quando comparado a animais wild-type (WT) (STONE et al., 2009; 

SONG et al., 2004). Além disso, Krankel et al. (2008) mostraram que a sinalização B2R/BK é 

importante para a mobilização de células progenitoras endoteliais derivadas da medula óssea 

(EPCs, do inglês endothelial progenitors cells) para tecidos isquêmicos, sendo que o 

comprometimento da sinalização de B2R contribui para um recrutamento reduzido de EPCs para 

o local de isquemia, levando a uma diminuição da recuperação do fluxo sanguíneo em modelo de 

isquemia de membros posteriores em camundongos. Esses efeitos foram associados à redução de 

NO, um conhecido mediador de angiogênese. 

             Dentre as classes mais populares de drogas que tem ação no sistema cardiovascular, estão 

os inibidores de ECA (iECA), são utilizados como anti-hipertensivos pela sua capacidade de inibir 

a geração de angiotensina II bem como pela ação na estabilização das cininas (CLOZEL et al., 

1989; SILVESTRE et al., 2001). Interessantemente, tem sido demonstrado que os iECA podem 

estimular a revascularização de tecidos isquêmicos em modelos experimentais, efeitos esses 

mediados via receptores de cininas e estimulação de NO (SILVESTRE, et al., 2001; 

EBRAHIMIAN et al., 2004). 

 

 

1.4 Angiogênse terapêutica  

A importância da angiogênese despertou esperanças de que a manipulação deste processo 

poderia oferecer oportunidades terapêuticas em casos de doenças isquêmicas (FOLKMAN, 

2006). O termo angiogênese terapêutica vem sendo usado desde 1993, sendo que seu objetivo 

primário é favorecer a indução de formação de novos vasos para suprirem tecidos isquêmicos (Di 

Stefano et al., 2004; ISNER et al., 1999). Nas últimas décadas, uma variedade de moléculas 
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sinalizadoras pró e anti-angiogênicas foram descritas/desenvolvidas para o tratamento de diversas 

anormalidades ex: tumores, distúrbios oculares e doenças isquêmicas (ISNER e ASAHARA, 

1999). Devido ao número reduzido de alternativas para o tratamento de doenças isquêmicas, a 

estratégia terapêutica baseada no crescimento vascular, seja por estimulação do desenvolvimento 

e remodelamento de vasos colaterais ou de novos capilares, é uma alternativa que vem sendo 

largamente estudada. A estimulação da angiogênese pode se dar de várias maneiras, induzida por 

hipóxia, fatores de crescimento, citocinas, óxido nítrico (NO) que, substancialmente, estimulam 

o processo angiogênico (COLLINSON et al., 2004). 

Existem, basicamente, três modalidades da angiogênese terapêutica: a terapia gênica, a 

terapia celular e a terapia farmacológica (BARANDON, 2004, LUYT, 2003). A terapia gênica 

vem sendo considerada uma estratégia importante por possuir diversas vantagens, como por 

exemplo a possibilidade de entregar o gene terapêutico apenas no tecido hipóxico, sem aumentar 

sua concentração sistêmica. Porém, alguns estudos demonstraram a ineficácia e efeitos colaterais 

com a utilização de vetores com genes angiogênicos. O gene da proteína VEGF vem sendo um 

dos mais estudados (GROCHOT-PRZECZEK, DULAK, JOZKOWICZ, 2013).  

A terapia utilizando esse gene demonstrou ser capaz de aumentar parcialmente a perfusão 

tecidual e o crescimento de vasos colaterais em coelhos e camundongos submetidos à isquemia 

de membro (JOZKOWICZ et al., 2003; ROGUIN et al., 2003). Entretanto, foi observado edema 

e um crescimento exacerbado de capilares como efeito colateral quando da utilização do gene de 

VEGF (VAJANTO et al., 2002). Em estudos pré-clínicos, demonstrou-se que a terapia com o 

gene de Fator de crescimento de hepatócitos (HGF) regula positivamente a perfusão sanguínea 

em condições de hipóxia, pela indução de arteriogênese em modelo experimental de coelho 

(MORISHITA et al., 1999, HAYASHI et al., 1999). A terapia celular se baseia no transplante de 

células-tronco. Por exemplo, o transplante de células-tronco angiogênicas da medula óssea pode 

atuar através da formação direta de vasos ou, de forma indireta, por meio da secreção parácrina 

de fatores pró-angiogênicos, promovendo assim, a neovascularização reparadora. Vários estudos 

vêm demonstrando de forma cada vez mais consistente que células originadas na medula óssea 

participam intensamente da regeneração de várias estruturas do sistema cardiovascular. Por 

exemplo, o número de células endoteliais progenitoras circulantes aumenta em resposta à 

isquemia e são atraídas para os sítios de lesão em isquemia de membro inferior e miocárdio 

(MADEDDU, 2005, COLLINSON & DONNELLY, 2004). Em modelo animal de isquemia de 

membros, a injenção de células-tronco mesenquimais e de células-tronco hematopoiéticas 

estimulou o aumento do fluxo sanguíneo local e densidade capilar em animais diabéticos e não-

diabéticos (TATENO et al., 2006; LU et al., 2012). A administração terapêutica de células-tronco 

não deve ser atribuída apenas as células-tronco derivadas da medula óssea, mas também derivadas 

do tecido adiposo, (KINNAIRD et al., 2004; ZHI et al., 2014), cordão umbilical (PRATHER et 
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al., 2009, BILIC et al., 2008) e outras fontes que também são capazes de reparação em processos 

isquemicos (PRATAMA et al., 2011). 

A terapia farmacológica se baseia na administração local ou sistêmica de fatores de 

crescimentos ou de substâncias que induzam a liberação de fatores de crescimento pró-

angiogênicos, sendo que seu objetivo primário é favorecer a indução de formação de novos vasos 

para suprirem os tecidos isquêmicos. Várias substâncias têm sido sugeridas como importantes 

agentes na indução e ou manutenção da angiogênese, tais como: o Fator de Crescimento 

Endotelial (VEGF), o Fator de Crescimento do Fibroblasto (FGF) e o Fator de Crescimento 

semelhante à Insulina (IGF-1) (CARMELIET and TESSIER-LAVIGNE, 2005, TROIDL et al, 

2010). Estudos recentes sugerem que a angiotensina II e inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (iECAs) estimulam a angiogênese e a melhora da revascularização do tecido 

isquêmico (SILVESTRE and LÉVY, 2004; FALLAHZADEH et al., 2011). Corroborando esse 

efeito terapêutico, vários trabalhos sugerem o possível envolvimento dos receptores B1 e B2 de 

bradicinina sobre a estimulação da produção de mediadores pró-angiogênicos (como VEGF e 

NO), aumento da densidade capilar local e proliferação de células endoteliais como possíveis 

mecanismos angiogênicos dos iECAs (GOHLKE et al., 1997; FABRE et al, 1999; 

MORBIDELLI et al., 1996). 

A angiogênese terapêutica, portanto, tem como objetivo final a recuperação do membro 

afetado através da estimulação da revascularização do mesmo (COLLINSON et al., 2004) e 

representa uma nova abordagem para o tratamento de doenças vasculares isquêmicas crônicas,  

podendo ser usada para pacientes que não têm condições de revascularização cirúrgica. 

 

1.5 Oligopeptídeos ricos em prolina derivados do veneno da serpente Bothrops jararaca (Bj-

PROs) 

A função primordial dos venenos das serpentes é de imobilizar suas presas para garantir  

sua alimentação. O estudo dos mecanismos fisiopatológicos do envenenamento e a caracterização 

molecular de toxinas do veneno da serpente Bothrops jararaca (Bj) resultou em muitas 

contribuições científicas de grande relevância, dentre elas destacam-se: a descoberta da 

bradicinina (BK) (ROCHA E SILVA et al., 1949) e o isolamento dos primeiros peptídeos ricos 

em prolina potenciadores de bradicinina (BPPs – do inglês bradykinin potentiating peptides) 

sintetizados na glândula de veneno (FERREIRA, 1970), cuja ação sinérgica é capaz de promover 

uma acentuada queda na pressão arterial das presas. 

Além de potencializar os efeitos da BK, os primeiros BPPs identificados foram capazes 

de inibir a ação catalítica da ECA (FERREIRA et al., 1970b; STEWART et al., 1971). 

Basicamente, a atividade da ECA resulta na conversão da angiotensina I em angiotensina II 

(vasoconstritor), bem como na degradação da BK (vasodilatador), peptídeos de ações antagônicas 

que desempenham papel fundamental no controle da pressão da arterial. A ação inibitória dos 
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BPPs sobre a ECA despertou grande interesse clínico-farmacêutico que culminou no 

desenvolvimento de um inibidor sítio dirigido da ECA, o Captopril. Este, que foi o primeiro 

inibidor sintético da ECA, foi desenvolvido baseado na estrutura dos BPPs sendo largamente 

utilizado no tratamento da hipertensão arterial humana desde o início da década de 80 

(CUSHMAN et al., 1977). 

Antigamente denominados como BPPs, os oligopeptídeos ricos em prolina (PROs – do 

inglês proline-rich-oligopeptides) são moléculas peptídicas compostas de 5 a 17 resíduos de 

aminoácidos. As características estruturais comuns dos PROs isolados da Bothrops jararaca (Bj) 

incluem: i) a presença dos aminoácidos ácido piroglutâmico e prolina nas posições N- e C-

terminais, respectivamente; ii) a maioria dos Bj-PROs apresentam a sequência tripeptídica 

isoleucina-prolina-prolina na porção C-terminal; iii) alto conteúdo de prolina (FERREIRA et al., 

1970; IANZER et al., 2004; ZELANIS et al., 2010).  

A identificação de novas seqüências de Bj-PROs no veneno bruto (IANZER et al., 2004) 

e nos cDNAs que codificam a proteína precursora do peptídeo natriurético tipo C na glândula de 

veneno e no cérebro da Bothrops jararaca (MURAYAMA et al.., 1997; HAYASHI et al.., 2003) 

renovou o interesse por esta família de moléculas. Até o momento, foram identificados 30 

sequências de Bj-PROs para serpente Bothrops jararaca (Tabela 1). 
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Tabela 1: Sequência de aminoácidos dos Bj-PROs descritos para Bothrops jararaca. 

(N-t)=N-terminal e (C-t)=C-terminal, <E=ácido piroglutâmico. 

Sequência de aminoácidos Nomenclatura PM (Da) 

<EKWAP Bj-PRO-5a a, c, d, e 611,7 

<EWPRP Bj-PRO-5b e  665,8 

<ESWPGP Bj-PRO-6a a, e 653,7 

<ENWPRP Bj-PRO-10b cleaved f  779,4 

<ENWPRP Bj-PRO-10c cleaved f  760,3 

<EDGPIPP Bj-PRO-7a e 705,8 

<EWPRPTP Bj-PRO-11a cleaved f  863,4 

<EWPRPQIPP Bj-PRO-9a a,b, e 1101,3 

<ESWPGPNIPP Bj-PRO-10a a,b,c, e, g 1075,2 

<ENWPRPQIPP Bj-PRO-10b b, e, g 1215,4 

<ENWPHPQIPP Bj-PRO-10c a, b, c, d, e 1196,3 

<EQWAQNWPHPQIPP Bj-PRO-10c +<EQWA(N-t) g 1709,5 

<EWPRPTPQIPP Bj-PRO-11a b, e 1299,5 

<EGRAPGPPIPP Bj-PRO-11b c, e 1069,2 

<EGRAPHPPIPP Bj-PRO-11c c 1149,3 

<EGRPPGPPIPP Bj-PRO-11d e 1025,3 

<EARPPHPPIPP Bj-PRO-11e d 1189,4 

<EARPPHPPIAP Bj-PRO-11e +AP(C-t) g 1357,7 

<EARPPHPPIAPL Bj-PRO-11e +APL(C-t) g 1470,6 

<EQWAQARPPHPPIPPAP Bj-PRO-11e+<EQWA(N-t),AP(C-
t) g 

1870,5 

<EGHAWPRPQIPP Bj-PRO-12a a, e 1415,6 

<EWGRPPGPPIPP Bj-PRO-12b d 1281,5 

<EWAQWPRPQIPP Bj-PRO-12c e, g 1485,8 

<ELGPPPRPQIPP Bj-PRO-12d g 1279,8 

<EGGWPRPGPEIPP Bj-PRO-13a d, e, g 1370,5 

<EGWPRPGPEIPP Bj-PRO-13a -<EG(N-t) g 1202,6 

<EWAQGGWPRPGPEIPP Bj-PRO-13a +<EWA(N-t) g 1756,6 

<EQWAQGGWPRPGPEIPP Bj-PRO-13a +<EQWA(N-t) g 1884,5 

   <EGGLPRPGPEIPP Bj-PRO-13b a,b, c, d, e 1297,5 

<EWAQWPRPTPQIPP Bj-PRO-14a e,f 1683,8 
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a (Ferreira et al., 1970);  b (Ondetti et al., 1971);  c (Murayama et al., 1997);  d (Hayashi et al., 

(2003);  e (Ianzer et al., 2004);  f (Pimenta et al., 2007);  g (Zelanis et al., 2010). 

 

A ação anti-hipertensiva demonstrada na década de 70 foi atribuída à capacidade dos 

BPPs de inibir a atividade catalítica da ECA. Entretanto, a capacidade de alguns novos peptídeos 

dessa família em potenciar o efeito da BK não é diretamente proporcional à sua eficiência para 

inibir a ECA, como demonstrado tanto em experimentos ex vivo como in vivo (COTTON et al.., 

2002; HAYASHI et al.., 2003; IANZER et al., 2007; IANZER et al.,2011), sugerindo possíveis 

outros mecanismos exercidos pelos Bj-PROs que permanecem desconhecidos.          

              Dentre os Bj-PROs com efeitos anti-hipertensivos, mas com baixa eficiência em inibir 

ECA , podemos citar os peptídeos Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, os quais foram 

selecionados para utilização neste trabalho.  

              O peptídeo Bj-PRO-5a possui efeito anti-hipertensivo de longa duração em animais 

experimentais. Apesar desse peptídeo ser considerado um agente potenciador de BK, sua 

afinidade pelo sítio C-terminal de ECA, sítio este mais eficiente para inibir ECA, é fraca, 

sugerindo que existam outros mecanismos responsáveis pela sua ação anti-hipertensiva. 

Interessantemente, foi demonstrado que a vasodilatação induzida por Bj-PRO-5a é mediado pela 

ativação de B2R e receptores M1 (mAChR)  de acetilcolina. Além disso, esses receptores 

interferem nos efeitos anti-hipertensivos induzidos por Bj-PRO-5a, dependentemente da produção 

de NO.  (MORAIS et al., 2011). 

            O peptídeo Bj-PRO-7a, por sua vez, é um fraco inibidor de ECA in vitro e fraco 

potenciador da BK ex vivo, porém, provocou queda significativa na pressão arterial de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), sugerindo que a sua ação anti-hipertensiva não esteja 

relacionada com a inibição de ECA. Um estudo in vitro sugere que o Bj-PRO-7a é agonista no 

receptor muscarínico M1 (NEGRAES et al., 2011).  

Já o peptídeo Bj-PRO-10c, embora tenha a capacidade de inibir seletivamente o sítio C-

terminal da ECA in vitro (HAYASHI et al., 2003), teve seu efeito anti-hipertensivo em ratos SHR 

observado em doses inferiores àquelas necessárias à inibição da ECA in vivo (IANZER et al., 

2007). Outra demonstração de que o mecanismo de ação do Bj-PRO-10c é independente da 

inibição da ECA foi obtida em estudos de biodistribuição e biotransformação. O Bj-PRO-10c tem 

uma lenta absorção e seu acúmulo foi observado principalmente nos rins, mesmo quando co-

administrado com doses elevadas de Captopril, sugerindo que esse peptídeo possui um alvo renal 

não relacionado à ECA (SILVA et al., 2008). Interessantemente, Guerreiro et al. (2009) 

mostraram que o Bj-PRO-10c interage com a enzima argininosuccinato (AsS) nos rins, ativando-

a e, consequentemente, aumentando a produção de NO. A AsS é enzima passo limitante no ciclo 

arginina-cutrulina, sendo responsável pela reciclagem da L-arginina, substrato para produção de 
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óxido nítrico (NO) (SOLOMONSON et al., 2003), que, por sua vez, é uma importante molécula 

pró-angiogênica (PHNG e GERHARDT, 2009).  

Dessa maneira, em consequência aos potentes efeitos anti-hipertensivos observados in 

vivo e a identificação de novos alvos (IANZER et al., 2007; LAMEU et al, 2010; PRADO, 2013), 

hipotetizamos que os Bj-PROs recentemente descritos, em especial o Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e o 

Bj-PRO-10c, possam ser possíveis moléculas com atividade pró-angiogênica e, 

consequentemente, estimulem a revascularização do tecido isquêmico em animais diabéticos. De 

fato, em trabalho realizado por nosso grupo (PRADO, 2013), demonstramos que os peptídeos Bj-

PROs 7a e 10c possuem efeitos pró-angiogênicos no modelo de oclusão da arteria femoral em 

camundongos sadios. Em particular, o Bj-PRO-10c têm efeitos associados ao aumento dos níveis 

dos mediadores pró-angiogênicos VEGF e NO, bem como à mobilização de células angiogênicas 

da medula óssea. 

Dessa forma, a exploração farmacológica das funções pró-angiogênicas dos Bj-PROs 

pode ser útil no tratamento de doenças isquêmicas.  
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2- JUSTIFICATIVA 

 

A doença arterial periférica (DAP) se caracteriza pela redução do fluxo sanguíneo de 

membros inferiores e consequente ameaça à viabilidade destes (OURIEL, 2001). Pacientes com 

isquemia de membros inferiores que não respondem à terapia medicamentosa padrão ou não 

possuem indicação para procedimentos endovasculares ou cirúrgicos de reperfusão podem sofrer 

amputação dos membros afetados (O’HARE, et al., 2006). O diabetes é um dos fatores de risco 

mais importantes para o desenvolvimento da DAP. A capacidade que o corpo possui para 

desenvolver novos vasos colaterais frente a doenças oclusivas vasculares, é uma resposta 

adaptativa espontânea dos tecidos importante para determinar, em parte, a gravidade da isquemia 

residual. Dentre várias razões pelas quais os sintomas clínicos de isquemia grave é piorado em 

pacientes diabéticos, está relacionado o fraco desenvolvimento de circulação colateral em regiões 

isquemiadas, diminuição da expressão de VEGF na musculatura isquemiada e uma reduzida 

capacidade de mobilização e diferenciação de células progenitoras endoteliais (CPE’s) na medula 

óssea, todos esses fatores contribuindo para um déficit na neovascularização (Beckman et al., 

2002; RIVARD et al., 1999; TAMARAT et al., 2004 ).  

A angiogênese terapêutica é uma abordagem que vem sendo estudada para melhorar a 

perfusão tecidual e desfecho clínico de pacientes com doenças isquêmicas. A angiogênese é o 

desenvolvimento de novos vasos sanguíneos e desempenha um papel importante em condições 

fisiológicas e patológicas (FOLKMAN, 2006). Estudos experimentais e clínicos demonstram que 

o processo angiogênico é alterado em estados diabéticos e que a alteração da microvasculatura no 

músculo esquelético no decurso do diabetes pode ocasionar isquemia que, por sua vez, pode 

resultar em ulceração e amputação do membro afetado (SHEETZ et al., 2002; SILVESTRE  e 

LÉVY, 2006). 

Sabe-se que inibidores da enzima conversora de angiotensina I (iECAs), amplamente 

utilizados como agentes anti-hipertensivos, como, por exemplo, o Captopril, desenvolvido com 

base na estrutura dos Bj-PROs (ONDETTI et al., 1981), não apenas inibem a conversão de 

angiotensina I em angiotensina II como também bloqueiam a degradação da bradicinina em 

fragmentos inativos (LINZ et al., 1995). As cininas, ao se ligar aos seus receptores B1R e B2R, 

medeiam a regulação da angiogênese via liberação de NO, sendo capazes de estimular a 

proliferação de células endoteliais (MORBIDELLI et al., 1998), bem como estimular a 

angiogênese em modelo de implante de esponjas (HU, 1993) e na isquemia de membros 

posteriores em camundongos (KRANKEL et al., 2008). 

Em consequência aos potentes efeitos anti-hipertensivos observados in vivo, seus 

possíveis efeitos pró-angiogênicos e a identificação de novos alvos (IANZER et al., 2007; 

LAMEU et al, 2010; PRADO, 2013), hipotetizamos que os Bj-PROs recentemente descritos, em 
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especial o Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e o Bj-PRO-10c, possam ser possíveis moléculas que 

promovam uma maior atividade angiogênica e, consequentemente, estimulem a revascularização 

do tecido isquêmico em animais diabéticos. Os Bj-PROs representam importantes ferramentas 

farmacológicas tornando-os protótipos para o desenvolvimento de novas drogas (HAYASHI e 

CAMARGO, 2005). A exploração farmacológica das funções pró-angiogênicas dos Bj-PROs 

pode ser útil no tratamento de doenças isquêmicas.  

             Em meu trabalho de mestrado, realizado no laboratório de Angiogênese e células-tronco, 

observamos que os peptídeos Bj-PRO-7a e 10c têm efeito pró-angiogênico e promovem a 

revascularização de membros posteriores por aumento da angiogênese e da arteriogênese em 

camundongos sadios (normoglicêmicos) (PRADO, 2013). Perante isso, nosso objetivo no 

doutorado foi avaliar se esses mesmos Bj-PROs possuem efeito terapêutico em modelo pré-clínico 

de DAP associada ao Diabetes e avaliar os possíveis mecanismos envolvidos. Além disso, 

avaliamos também os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a tanto em condições de normoglicemia 

quanto de hiperglicemia. 
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3- OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral: Avaliar o potencial terapêutico de peptídeos ricos em prolina do veneno da 

serpente Bothrops jararaca (Bj-PROs) sobre a revascularização de membros posteriores 

isquêmicos em camundongos C57/Bl6 normoglicêmicos e hiperglicêmicos submetidos à oclusão 

permanente da artéria femoral (OAF). 

 

3.2 Objetivos específicos: 

3.2.1 – Estudar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na isquemia de membros posteriores em 

animais normoglicêmicos através da avaliação de: 

3.2.1.1 - Recuperação do fluxo sanguíneo de membros posteriores isquêmicos; 

3.2.1.2 - Angiogênese e arteriogênese nos músculos isquêmicos; 

3.2.1.3 - Conteúdo de células tronco angiogênicas (CTAs) na medula óssea e no sangue; 

3.2.1.4 - Produção de VEGF nos músculos isquêmicos; 

3.2.1.5 - Efeitos in vitro em condições de normóxia e de hipóxia, sobre a proliferação e a 

migração de células endoteliais 

 

3.2.1.6 -  Papel dos receptores B1 e B2 de Bradicinina e da enzima óxido nítrico sintase (NOS) 

como possíveis mecanismos de ação; 

 

3.2.2 - Avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na isquemia de membros posteriores em 

animais hiperglicêmicos através da avaliação da recuperação do fluxo sanguíneo de 

membros posteriores isquêmicos. 

 

3.2.3 - Estudar os efeitos dos peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c na isquemia de membros 

posteriores em animais hiperglicêmicos (modelo experimental de indução de DM1 por 

estreptozotocina) através da avaliação de: 

3.2.3.1 - Recuperação do fluxo sanguíneo de membros posteriores isquêmicos; 

3.2.3.2 - Angiogênese e arteriogênese nos músculos isquêmicos desses animais; 

3.2.3.3 - Conteúdo de células tronco angiogênicas (CTAs) na medula óssea e no sangue; 

3.2.3.4 - Produção de VEGF nos músculos isquêmicos; 

3.2.3.5 - Tolerância à glicose e glicemia plasmática desses animais.  
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4- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Síntese dos peptídeos  

A síntese de peptídeos foi feita através da técnica de síntese de peptídeos em fase sólida 

(SPFS) com emprego da estratégia Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila) (FIELDS and NOBLE, 

1990). Foram sintetizados os seguintes peptídeos: Bj-PRO-5a Pyr1-Lys2-Trp3-Ala4-Pro5-OH; 

Bj-PRO-7a - Pyr1-Asp2-Gly3-Pro4-Ile5-Pro6-Pro7-OH; Bj-PRO-10c- Pyr1-Asn2-Trp3-Pro4-

His5-Pro6-Gln7-Ile8-Pro9-Pro10-OH. Para início da síntese, o grupo Fmoc do primeiro resíduo 

de aminoácido, ligado à resina, Fmoc-Pro-2-ClTrt, foi removido com solução 20% de piperidina 

em dimetilformamida. A próxima etapa foi o acoplamento do próximo aminoácido, utilizando 

agentes acoplantes adequados. A reação de acoplamento durou 2 horas, e após esta etapa, foi 

reiniciado o ciclo seguinte, até o final do alongamento da seqüência pretendida. Para separação 

(clivagem) do peptídeo da resina foi utilizado tratamento com 95% de ácido trifluoroacético 

(TFA) e mais uma mistura de diferentes tipos de supressores de reações colaterais por cerca de 2 

horas. Para extração do peptídeo da resina foi utilizado solução 5% de ácido acético diluído em 

água e o filtrado obtido foi liofilizado, com obtenção de um pó branco amorfo. Este foi 

caracterizado e purificado por cromatografia líquida de alta performance (HPLC), tendo sua 

seqüência confirmada por espectrometria de massa.  

 

4.1.1 Cromatografia líquida de alta performance (HPLC)  

Para a purificação dos peptídeos foi utilizada coluna semi-preparativa C-18/Shimadzu 

(20 x 250mm/15μm Ultrasphere ODS) em sistema de HPLC semi preparativo em gradiente de 10 

a 70% de solvente B por 40 min, fluxo de 7 - 10ml/min, monitorado em 214nm. O material eluído 

da purificação foi analisado por espectrometria de massa e sistema de HPLC, e apenas as frações 

que apresentaram teor de pureza acima de 95% foram utilizadas. Para a caracterização dos 

peptídeos sintéticos foi utilizada coluna analítica C-18/Beckman (4,6 x 250mm/ 5μm Ultrasphere 

ODS) em sistema de HPLC analítico em gradiente de 5 a 90% de solvente B por  30 min, fluxo 

de 1ml/min, monitorado em 214nm. Solvente A: 0,1% TFA / H2O. Solvente B: 0,1% TFA / 90% 

acetonitrila (ACN) / H2O.  
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4.1.2 Espectrometria de massa  

Os peptídeos sintéticos foram analisados por espectrometria de massa utilizando o 

aparelho MALDI-TOF (Ettan MALDI-TOF, GE Heathcare). As amostras dos peptídeos foram 

dissolvidas em água destilada, aproximadamente 1mg/ml (peso seco). Foram misturados 2 

microlitros da solução do peptídeo com 2 microlitros da matriz (ácido a-ciano-4-hidroxicinâmico) 

e 2 microlitos desta misturaforam colocados no amostrador e analisados. Os espectros foram 

obtidos em modo Reflectron (+10 KV), voltagem de operação 20 KV, supressão 500 AMU, 

voltagem do detetor 1700 V, 5 tiros de laser por segundos.  

 

4.2 Animais  

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com idade entre 8 a 12 semanas, 

obtidos do centro de bioterismo (CEBIO) da UFMG e animais geneticamente deficientes para o 

receptor B1 e B2 de bradicinina (cedidos pelo Prof. Mauro M. Teixeira do laboratório de 

Imunofarmacologia do departamento de Bioquímica e Imunologia - UFMG). Os animais foram 

mantidos sob condições controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 

12 h), com livre acesso à ração e água. Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da UFMG (CEUA - UFMG), números de protocolos 253/08 e 264/14.  

 

4.3 Modelo experimental de isquemia de membros posteriores em camundongos  

O modelo experimental de isquemia de membros posteriores utilizado foi o modelo de oclusão 

unilateral permanente da artéria femoral, efetuado de acordo com o descrito por Maddedu e 

colaboradores (2006). Para o procedimento cirúrgico, os camundongos foram anestesiados com 

Ketamina/ Xilazina (8 mg/Kg e 60 mg/Kg, respectivamente) por via intraperitoneal e submetidos 

à tricotomia e à assepsia da região inguinal do membro inferior esquerdo. A artéria femoral 

esquerda foi exposta, amarrada (com fio de sutura de seda 6-0) com dois nós, um proximal e outro 

distal à bifurcação da artéria femoral profunda e superficial, e a região entre os nós foi 

eletrocoagulada. As incisões foram suturadas com fio de sutura de seda 4-0. 

 

 

4.4 Modelo de indução de diabetes por estreptozotocina  

A indução do diabetes por estreptozotocina foi realizada segundo o protocolo descrito por 

Barcelos e colaboradores (2009). Brevemente, camundongos C57BL/6 om 8 semanas de idade 

receberam por cinco dias consecutivos doses de 50mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal 
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para indução do diabetes. Quatorze dias após a última dose, foi realizada medida de glicosúria 

(presença de glicose na urina) utilizando-se fitas reagentes (Dagnos) e os animais que 

apresentavam glicosúria foram selecionados para os experimentos. Apenas animais com 

glicosúria acima de 300 mg/dl foram inclusos na experimentação. 

 

4.5 Tratamento com os Bj-PROs  

Para avaliar os efeitos dos peptídeos Bj-PROs usamos a seguinte estratégia terapêutica: o 

tratamento com os peptídeos Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, na dose de 71 nmol/Kg, foi 

iniciado 30min após a OAF por via intra-peritoneal e foi repetido a cada 24 horas até o dia da 

eutanásia dos animais. Essa dose foi escolhida por ter sido demonstrado ser a menor dose 

necessária para causar queda na pressão arterial em animais SHR (IANZER et al., 2007).  

 

4.6 Avaliação da perfusão sanguínea por imagem de perfusão por laser Doppler em animais 

diabéticos tratados com os Bj-PROs  

Os camundongos foram anestesiados como descrito anteriormente e tiveram os pêlosda 

região inguinal dos membros posteriores removidos com o auxilio de um barbeador elétrico.Estes 

foram então colocados sobre uma plataforma de aquecimento por 5 minutos, para mantê-los em 

uma temperatura constante. A técnica de imagem de perfusão por laser Doppler (Moor 

Instruments, Ltd., England) foi usada para estimar o fluxo de sangue nos membros posteriores 

antes e imediatamente após a oclusão da artéria femoral (OAF), e nos dias 5, 7 e 14 após a OAF. 

O Laser Doppler é uma técnica que permite a visualização não-invasiva (e sem contato físico) da 

circulação sanguínea a partir da emissão de um laser monocromático,o qual é disperso pelas 

hemácias em movimento. O fluxo de sangue é estimado a partir de mudanças na freqüência do 

laser, queé proporcional à velocidade das hemácias. Quando o procedimento de escaneamento 

dos membros posteriroes é finalizado, a perfusão do tecido é codificada em um mapa de cores. 

Pouca ou nenhuma perfusão será apresentada na cor azul escura e o máximo de perfusão em 

vermelho. Após a digitalização, as imagens são analisadas utilizando-se o software Moor LDI 

Laser Doppler 5.3 para quantificar o fluxo sangüíneo. Os resultados foram obtidos a partir da 

razão do fluxo no membro isquêmico pelo fluxo no membro contralateral não isquêmico.  
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4.7 Análise histológica para avaliação de angiogênese e arteriogênese  

A avaliação de angiogênese e arteriogenêse foram realizadas através de análisehistológica 

dos músculos adutores isquêmicos. Para isso, os camundongos foram sacrificados, 14 dias após 

OAF, através da infusão pelo ventrículo esquerdo de uma solução de heparina diluída em PBS 

(1:100) seguida de uma solução de formalina 10%, permitindo a perfusão e fixação dos vasos 

sanguíneos nos músculos dos membros posteriores. Em seguida, os músculos adutores foram 

coletados e fixados em uma solução de formalina 10%. Após um período mínimo de 24 horas de 

fixação, as amostras foram submetidas a etapas de desidratação, diafanização e inclusão em 

parafina. Cortes histológicos dos tecidos, com 5 μm de expessura, foram corados com 

Hematoxilina e Eosina, e visualizados sob microscópio óptico, sob um aumento de 1.000x, para 

contagem de fibras musculares, capilares e arteríolas. Os critérios morfológicos para identificação 

dos capilares foi baseado na visualização de seu pequeno diâmetro, única camada de células 

endoteliais, citoplasma delgado e pelo seu núcleo na periferia. Enquanto as arteriolas foram 

identificadas pelo seu calibre relativamente maior do que os capilares, núcleos das celulas 

endoteliais na camada interna, presença de túnica media espessa composta por musculatura lisa. 

As densidades de miócitos e capilares foram calculadsa através da contagem em 20 campos 

aleatórios, e a densidade de arteríolas foi realizada pela contagem em todo o tecido, e expressa 

em número de vasos/mm2 de tecido.  

 

4.8 Análise Morfométrica das arteríolas  

Com o uso de um microscópio (Olympus AX70) acoplado a uma câmera digital (VK-

C150, Hitachi, Japão), fez-se a captura de imagens de cortes histológicos de músculos adutores 

dos membros inferiores de camundongos normoglicêmicos e hiperglicêmicos, coletados 14 dias 

após OAF, corados com Hematoxilina e Eosina, para a avaliação morfométrica de arteríolas. Estas 

imagens foram analisadas utilizando oprograma específico Image Pro Plus. Para captura das 

imagens foram utilizadas as objetivas de 40x e 100x, de modo que a ampliação final real na tela 

do monitor (13’) foi igual a 126x e 1260x, respectivamente. Todas as imagens obtidas foram na 

resolução de 640x480 pixels.  

Devido à forma elíptica dos vasos,  foi necessário calcular a média dos maiores e menores 

diâmetros de cada arteríola para obtermos as áreas da secção transversal do vaso e da luz vascular, 

e para calcularmos indiretamente a medida da área de parede do vaso. Foram utilizados 2 

diâmetros para o cálculo da área total vascular (ATv), sendo estes o maior e o menor diâmetros 

da elipse, que vão do limite da lâmina elástica externa (divisão entre as camadas adventícia e 

média) de um lado ao lado oposto do vaso. Em seguida, após a obtenção da média dos diâmetros, 
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fez-se a divisão do diâmetro por 2 para obtenção do raio (r) do vaso, para que assim, pudéssemos 

calcular a área do círculo com a fórmula: A = π . r2 O mesmo procedimento foi realizado para o 

cálculo da área da luz, mas os diâmetros se limitavam de um bordo ao outro oposto do endotélio 

vascular. As duas áreas foram calculadas isoladamente, obtendo-se uma área total vascular (ATv), 

que contém a área de parede somada à área de luz vascular (ALv). A área de parede (APv), 

contendo as camadas média e íntima, foi determinada pela diferença entre as duas áreas (Atv-

ALv).  A razão de remodelamento se dá pela razão entre a área total vascular dos animais tratados, 

pela área total da pata contra-lateral dos animais controle (PBS). Os valores acima de 1 indicam 

remodelamento positivo, e os valores abaixo de 1 indicam remodelamento negativo. A relação 

parede/luz se dá pela razão entre a área de parede pela a área interna (ou área de luz) 

 

4.9 - Avaliação do perfil antigênico das células isoladas da medula óssea e do sangue por 

citometria de fluxo  

A análise por citometria de fluxo permite identificar diferentes subpopulações de células 

através da sua morfologia, volume, granulosidade e marcação com anticorpos específicos para a 

proteína de interesse. A citometria de fluxo é uma técnica que permite a caracterização do perfil 

fenotípico de células em suspensão, orientadas em um fluxo laminar e interceptadas por um feixe 

de laser. O feixe de laser incide sobre cada célula e a radiação incidente sofre desvios que são 

identificados por fotosensores. Esses fotosensores podem avaliar a granulosidade intracelular 

através da dispersão da luz, o tamanho da célula através da difração e refração da luz, bem como 

a fluorescência emitida por um fluoróforo acoplado a um anticorpo eventualmente ligado à 

superfície celular (Nüsse et al., 1997). 

Foram avaliadas populações de células com potencial angiogênico no sangue e na medula 

óssea de camundongos normoglicêmicos e hiperglicêmicos, 3 dias após estes serem submetidos 

à OAF. Foram utilizados um número de 5 a 6 animais por grupo. Para o isolamento  das células 

do sangue periférico, usamos 1 ml de sangue diluído em 2ml de PBS 1x EDTA, que foi lavado 2 

vezes em 15 ml da solução de lise de hemácias, ACK (NH4Cl 8.29 g/L; KHCO3 1.00 g/L; EDTA 

disodium •2H2O). Para o isolamento das células da medula óssea, foi realizado lavado medular 

com 3 ml de PBS 1x EDTA, seguido de duas lavagens com 15 ml deACK. As lavagens com ACK 

foram de 5 minutos, agitando suavemente, e então as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos à 1.200 rpm, à 4℃. Após a última lavagem, o excesso de ACK foi retirado das amostras 

com uma lavagem com PBS 1x EDTA, e as amostras foram centrifugadas por 10 minutos à 1.200 

rpm, à 4℃  O pellet de células formado foi ressuspendido em 1 ml de PBS 0,5% soro fetal bovino 

(SFB) e as mesmas foram contadas e plaqueadas na concentração de 200.000 células por poço, 

em uma placa de 96 poços com fundo em U. Posteriormente, foram adicionados anticorpos para 
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marcação das seguintes proteínas de superfície específicas: anti-Linhagem marcado com APC, 

anti-Sca-1 marcado com FITC, anti-c-Kit marcado com PerCP-Cy5.5, anti-VEGFR2 marcado 

com PE, anti-CD31 marcado com PE-Cy7, anti-CXCR4 marcado com APCCy7 (todos da BD 

Pharmigen). Foram adicionados 20μl porpoço dos anticorpos citados, diluídos na concentração 

de 1μl/100μl do diluente FACs buffer (PBS, 0.5-1% BSA). Além disso, os seguintes anticorpos 

controle de isotipo foram utilizados: IgG2a-APC, IgG1-FITC, IgG2a-FITC, IgG2a-PE, IgG2a-

PE-Cy7 e IgG2b-PerCP-Cy5.5 (todos da BD Pharmigen. A placa foi incubada por 30 minutos, a 

4°C (protegidascontra a luz) e então lavadas com 200μl de PBS1x, seguida de centrifugação por 

7 minutos, 300g à 4°C, e o descarte do sobrenadante (esse procedimento foi realizado 2 vezes). 

Finalmente, as células foram fixadas com200μl de solução formaldeído  4% (Synth) etransferidas 

para tubos de FACS para posterior leitura  em equipamento BDFACS Canto II Flow cytometer 

(São José, USA com o auxílio do programa FACS Diva. 

Os dados obtidos foram foram analisados utilizando o programa FlowJo, versão 7.6.3 

(EUA). Os resultados foram expressos pela porcentagem de células positivas para cada anticorpo 

específico.   
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Figura 3: Imagens representativas da estratégica de “gating” utilizada para análise das 

populações de CTAs por citometria de fluxo. As análises dos dados foram realizadas utilizando 

o programa Flow-Jo.  
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4.10 – ELISA (ensaio imunoenzimático) para detecção de VEGF  

Os músculos gastrocnêmios das patas isquêmicas e contra-laterais de camundongos 

normoglicêmicos e hiperglicêmicos, foram coletados 3 dias após OAF e imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido para posterior análise. A expressão da citocina VEGF no tecido 

foi dosada usando kit da R&D Systems, seguindo o protocolo do fabricante. Brevemente, as 

amostras foram previamente pesadas e homogeneizadas em uma solução de PBS contendo 

inibidores de protease (1 mL de solução para cada 100 mg de tecido). Em seguida, foram 

adicionadas em duplicada a uma placa de 96 poços que já continha o anticorpo monoclonal 

específico para VEGF, previamente aderido mesma, e incubadas overnight a 4ºC. No dia seguinte, 

foi adicionado um anticorpo secundário de detecção biotinilado à cada poço e deixado por 2h 

incubando à temperatura ambiente, O mesmo foi então lavado com PBS, em seguida foi 

adicionada uma solução de estreptoavidina-HRP após 20 minutos de incubação. Finalmente, uma 

solução contendo o substrato (solução de peróxido de hidrogênio a 0,006% e 0,4 mg/mL de OPD 

em tampão citrato pH 5,0) foi adicionada aos poços e deixada para reagir com as amostras durante 

20 minutos. Esta reação foi interrompida pelo acréscimo de ácido sulfúrico à 2 M, e a intensidade 

da cor foi quantificada por densidade óptica à 540 nm em leitor espectrofotômetro de microplaca 

(Thermoplate). Os resultados foram expressos como pictogramas (pg) de citocina por mg de peso 

úmido de músculo.  

 

4.11 – Avaliação da glicemia sanguínea  

Para mensuração da glicose plasmática, o sangue periféricofoi coletado através de um 

pequeno corte na ponta da cauda do animal, não anestesiado, e utilizou-se um glicosímetro 

convencional e fitas reagentes. O sangue foi coletado antes da OAF, 7 e 14 dias após a OAF, 

sendo (no caso das amostras de 7 e 14 dias) coletado 12h após o tratamento com os peptídeos Bj-

PROs e com os animais alimentados. Os resultados foram representados como miligramas por 

decilitro (mg/dl).  

O teste de tolerância intraperitoneal à glicose (TTG) foi adaptado de Schreyer e 

colaboradores (1998). Os animais foram submetidos a jejum de 12h. Pela manhã, foi injetado uma 

solução de 25% de glicose diluída em salina 0,9% estéril nos animais, em uma dose final de 2 g 

de glicose/kg, via intraperitoneal. A glicemia foi avaliada no sangue periférico nos intervalos de 

0, 15, 30, 60 e 90 minutos após a injeção da solução de glicose, através de um pequeno corte na 

ponta da cauda do animal não anestesiado, utilizando um glicosímetro convencional.  
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4.12 Design experimental 

Para avaliar os efeitos dos Bj-PROs usamos o seguinte esquema terapêutico: o tratamento 

com os peptídeos Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c na dose de 71 nmol/Kg (IANZER et al., 

2007) foi iniciado 30min após a OAF por via intra-peritoneal e foi repetido a cada 24 horas até o 

dia da eutanásia dos animais que ocorreu no 3º e/ou no 14º dia pós-OAF. Os animais do grupo 

controle receberam injeções (i.p.) diárias de 100µl de PBS (solução veículo). Antes da OAF, foi 

avaliada a glicemia dos animais e avaliado o fluxo sanguíneo por imagem por Laser Doppler. 

Imediatamente após a cirurgia, avaliamos o fluxo sanguíneo e iniciamos o tratamento. 

Considerando que o dia 0 é o dia que a OAF é realizada, avaliamos o fluxo sanguíneo nos dias 3, 

5, 7, 10 e 14 após a OAF. Os animais foram eutanasiados no 14º dia para a coleta do sangue e dos 

músculos adutores para análise histológica. Num segundo momento, os animais foram 

eutanasiados no 3º dia para a coleta dos músculos adutores isquemiados, sangue e medula óssea 

(Figura 4). 

Para os experimentos de inibição da atividade da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o 

inibidor não específico de NOS, L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil ester – Sigma) foi utilizado 

na dose de 20 mg/kg por dia (BERNÁTOVÁ et al, 2010) via intra-peritoneal. O tratamento com 

L-NAME se iniciou 24h antes da OAF e foi repetido a cada 24 horas até o dia da eutanásia dos 

animais que ocorreu no 14º dia pós-OAF. Os animais do grupo controle receberam injeções (i.p.) 

diárias de 100 µl de PBS (solução veículo). 

 

Figura 4: Esquema representativo do desenho experimental 

 

 

 



39 
 

4.13 Metodologia in vitro 

Para avaliar o potencial de migração de células endoteliais da veia umbilical humanas  

(HUVECs) após o tratamento com o peptídeo Bj-PRO-5a, e em condições de normóxia e hipóxia 

(utilizando uma câmara de hipóxia BioSpherix – PROOXC21 para manter as células à 1% de 

oxigênação), foi utilizado o ensaio de migração “scratch wound assay”. Para isso, as células foram 

plaqueadas por poço, em placas de 48 poços, e mantidas em meio EGM-2 suplementado com 

10% de SFB, bem como fatores de crescimento e citocinas presentes em  kit comercial específico 

para células endoteliais (Lonza, Suiça). As HUVECs foram mantidas em cultura por 12 horas, à 

37℃ e 5% CO2, paraformação de uma monocamada celular. No dia seguinte, foi feita uma ruptura 

linear nesta monocamada celular, com o auxílio de uma ponteira estéril. As células foram então 

lavadas com PBS 1X e tratadas com o peptídeo Bj-PRO-5a (100nM) diluído em meio de cultura 

EBM2 contendo 0,1% de SFB, na presença do inibidor de proliferação, hidroxiureia, à 2mM. 

Foram ainda feitos poços de controle experimental contendo apenas o veículo ou contendo meio 

EBM suplementado com 10% SFB (controle positivo) cujas células foramincubadas nas mesmas 

condições dos grupos tratados. O fechamento da ranhura nas monocamadas celulares foram 

acompanhadas por 36 horas, sendo que as células foram visualizadas e fotografadas 

imediatamente após a execução da ranhura e ao final do tempo experimental, com o auxílio de 

microscópio invertido. A quantificação da migração celular foi feita atravésdo cálculo da 

porcentagem de fechamento da ruptura da monocamada celular, realizados à partir da medida da 

área livre de células inicial e ao fim do experimento, usando o programa Image Pró-Plus.  

Para avaliação dos efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a proliferação de HUVECs, xxxx 

células foram plaqueadas por poço, em placa de 96 poços, e mantidas à 37°C e 5% CO2, po 12 

horas. Subsequentemente, as células foram tratadas com o peptídeo na dose de 100nM, diluído 

em meio EBM2 contendo 0,1% de SFB durante 24 horas. Foram ainda feitos poços de controle 

experimental contendo apenas o veículo ou contendo meio EBM suplementado com 10% SFB 

(controle positivo) cujas células foram incubadas nas mesmas condições dos grupos tratados. O 

ensaio de proliferação foi realizado utilizando o kit Cell Proliferation ELISA BrdU Colorimetric 

(Roche Applied Science, Basel, Suíça), seguindo as oreintações do fabricante. Brevemente, BrdU 

foi adicionado às células e estas foram  incubadas à 37°C e 5% CO2, durante 24 horas. Após este 

tempo as células foram fixadas baseado na solução fixing do kit utilizado e o DNA desnaturado 

através da adição do reagente FixDenat. Em seguida foi adicionado anticorpo anti-BrdU POD, 

que ligou-se ao BrdU incorporado no DNA celular recentemente sintetizado, e quantificados 

através da medição de absorbância 450nm à 690nm por espectrofotometria.  
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4.13 Análise estatística  

A comparação entre os grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student, quando os dados 

consistiram de apenas dois grupos, e por análise de variância (ANOVA), quando foram 

comparados três ou mais grupos. Quando a ANOVA indicou significância, os dados foram 

analisados utilizando o pós-teste Newman Keuls para comparação entre os grupos. Os valores de 

p<0,05 foram considerados significantes. 
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5- RESULTADOS 

 

5.1 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais normoglicêmicos submetidos à OAF 

              Para avaliarmos o efeito do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo 

de membros posteriores de animais normoglicêmicos submetidos a oclusão da árteria femoral 

(OAF), utilizamos a técnica de imagem de perfusão por laser Doppler – LDPI (da expressão 

inglesa Laser Doppler perfusion imaging).  Observamos que o fluxo foi aumentado no grupo 

tratado com Bj-PRO-5a em relação ao grupo controle no 5° dia (*p<0,05 PBS 0.331 ±0.028; Bj-

PRO-5a 0.505 ±0.073) 10° dia  (**p<0,01 PBS 0.550, ± 0.035; Bj-PRO-5a 0.771, ±0.044) e 14° 

dia (***p<0,001 PBS 0.603, ±0.038; Bj-PRO-5a 0.863, ±0.048) após a OAF (Figura 5).  
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Figura 5: Efeito do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de animais 

normoglicêmicos após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos membros 

posteriores por imagem de perfusão por laser Doppler (LDPI) nos animais controle (PBS) e nos 

animais tratados com Bj-PRO-5a. (B) Imagens representativas de LDPI antes, imediatamente 

após a OAF e nos dias 5, 10 e 14 após a OAF e tratamento diário com Bj-PRO-5a (71nmol/kg). 

Pouca ou nenhuma perfusão está apresentada na cor azul escura e o máximo de perfusão na cor 

vermelha. Os dados representam a média ± E.P.M., n=7/grupo, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 

comparado com PBS veículo. O teste estatistico utilizado foi two-way ANOVA, seguido de pós- 

teste Bonferroni.   
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5.2 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a angiogênese em músculos isquêmicos de membros 

posteriores de animais normoglicêmicos. 

 

            Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na angiogênese, após 14 dias da OAF e do 

tratamento com Bj-PRO-5a, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores do membro 

isquemiado foram coletados e processados para análises histomorfométricas de cortes corados 

por H&E. Para isso, foi quantificado o número de capilares e de miócitos por mm2.  Observamos 

que houve um aumento significativo na densidade de capilares  (*p<0,05 PBS 2495, ±170,2; Bj-

PRO-5a 2978, ±88,28), na relação capilar/miócito (*p<0,05 PBS 1,099, ± 0,009182; Bj-PRO-5a 

1,170, ±0,02884), mas não na densidade de miócitos (PBS 2268, ±143,6; Bj-PRO-5a 2504, 

±111,6), nos animais tratados com o Bj-PRO-5a em relação aos animais que receberam PBS 

veículo. Nos cortes corados com H&E, as células musculares apresentaram-se com o núcleo 

periférico e não foram observadas alterações como necrose ou a ocorrência de edema (Figura 6) 
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Figura 6: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a densidade de capilares e miócitos em 

músculos isquêmicos de membros posteriores de animais normoglicêmicos. (A) Densidade 

de capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de capilares e de miócitos no 

músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após a OAF. Os dados representam a media 

±e.p.m., n=5/grupo, *p<0,05  comparado com veículo PBS. (D) Fotomicrografias em microscopia 

de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados com PBS veículo ou Bj-PRO-5a. As 

setas indicam capilares sanguíneos entre fibras musculares observado ao 14º dia (corado por 

Hematoxilina & Eosina, 400x-barra escala – 50 μm e 1000x-barra escala 200 μm).  
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5.3 Efeito do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a arteriogênese em músculos isquêmicos de 

membros posteriores de animais normoglicêmicos 

 

A arteriogênese pode se dá pelo desenvolvimento de novos vasos colaterais a partir de 

uma rede de arteríolas pré-existentes, denominada como arteriogênese de novo, ou por 

remodelamento vascular de ramos arteriais colaterais (SCHAPER & TROIL, 2012). 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na arteriogênese de novo, após 14 dias da 

OAF e do tratamento com Bj-PRO-5a, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores do 

membro isquemiado foram coletados e foi quantificado o número de arteríolas por mm2.  

Observamos um aumento significativo na densidade de arteríolas dos músculos isquemiados de 

animais tratados com Bj-PRO-5a em relação ao controle PBS (*p<0,05 PBS 5,200 ± 0,5831, Bj-

PRO-5a 8,000 ± 0,7071). 

Ao avaliarmos o remodelamento vascular nas arteríolas dos músculos adutores dos 

membros isquemiados, observamos que não houve diferença significativa na área de luz (PBS 

128,4 ± 10,54, Bj-PRO-5a 146,8 ± 15,72), na área de parede (PBS 238,0± 18,14, Bj-PRO-5a 

196,1± 6,396) e na área vascular total (PBS 366,4 ± 25,20, Bj-PRO-5a 343,7 ± 15,58) nos 

músculos dos animais tratados com Bj-PRO-5a em comparação com o grupo controle PBS. 

(Figura 7). A tabela 2 representa a razão de remodelamento e relação parede/luz, respectivamente, 

entre os grupos estudados. 
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Tabela 2: 

 

Figura 7: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a arteriogênese de novo e por remodelamento 

vascular em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais normoglicêmicos. (A) 

Densidade de arteríolas, (B) área da luz vascular, (C) área de parede vascular e (D) área total 

vascular no músculo adutor isquemiado no 14º dia após a OAF. Tabela 2 expressa a razão de 

remodelamento e a relação parede/luz. A razão de remodelamento se dá pela razão entre a área 

total vascular dos animais tratados, pela área total da pata contra-lateral dos animais controle 

(PBS). Os dados representam a media ± e.p.m., n=5/grupo, *p<0,05 comparado com veículo PBS. 
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Figura 8: Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais 

tratados com PBS e Bj-PRO-5a. As setas indicam arteríolas entre fibras musculares observado ao 

14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 1000x, barra escala – 200 μm).  
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5.4 - Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas após 

a OAF 

A formação de novos vasos sanguíneos pode ocorrer também por vasculogênese, que se 

define pela formação de novos sanguíneos por meio da diferenciação de células endoteliais 

maduras a partir de CTAs derivadas da medula óssea. As CTAs podem ser caracterizadas por 

marcadores de membrana específicos, que vão desde seus precursores comuns como células-

tronco hematopoiéticas (CTH), as chamadas células LSK (Lin-Sca-1+ckit+), até a presença de 

marcadores endoteliais como VEGFR2, CD31, etc (RAFII et al., 2002; BELTRAMI et al., 2003). 

Para avaliar os efeitos do Bj-PRO-5a sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas 

(CTAs) após a OAF, avaliamos a frequência dessas células na meduda óssea e no sangue no 3º 

dia pela técnica de citometria de fluxo. Nossos dados mostram que o Bj-PRO-5a não teve efeito 

sobre a frequência de células LSK (Lin-Sca-1+ckit+), precursores de CTAs e CTHs, na medula 

óssea (PBS 0,2420 ± 0,02767 , Bj-PRO-5a 0,2512 ± 0,01796) ou no sangue (PBS 0,01859 ± 

0,004699, Bj-PRO-5a 0,01566 ± 0,002933 ). Porém, quando avaliamos os efeitos do tratamento 

com Bj-PRO-5a sobre a população de CTA LSK-VEGFR2+, observamos um aumento na 

frequência dessas células tanto na medula óssea (**p<0,01 PBS 0,07347 ± 0,01170, Bj-PRO-5a 

0,1543 ± 0,02002 ) quanto no sangue (*p<0,05 PBS 0,006883 ± 0,0005441, Bj-PRO-5a 0,01149 

± 0,002464). Além disso, o tratamento com Bj-PRO-5a aumentou a frequência no sangue das 

CTAs que expressam o receptor CXCR4 (Lin-ckit+VEGFR2+CXCR4+), um marcador de 

mobilização ( *p<0,05 PBS 0,01217 ± 0,001488, Bj-PRO-5a 0,02164 ± 0,003136), mas não 

observamos efeito na medula óssea nessas células (PBS 0,1108 ± 0,02574 , Bj-PRO-5a 0,2172 ± 

0,02046) (Figura 10). 
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Figura 9: - Caracterização fenotípica das CTAs por citometria de fluxo. (A) População de 

CTAs. (B) População de células negativas para marcadores de linhagem hematopoietica (Lin-). 

(C) Populações presentes dentre a população de CTAs, em vermelho representa o isótipo controle 

e em azul o marcador específico.  
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Figura 10: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre CTAs na medula óssea e no sangue 

periférico de animais normoglicêmicos após a OAF. Citometria de fluxo de células da medula 

óssea e do sangue periférico no 3º dia após OAF. As células foram marcadas com anticorpos 

específicos contra marcadores de superfície presentes em células progenitoras com potencial 

angiogênico. (A-B) LSK (Lin-Sca-1+c-kit+), (C-D) LSK-VEGFR2+, (E-F) Lin-c-

kit+VEGFR2+CXCR4+. Os valores estão representados como porcentagem de células encontradas 

±e.p.m., n=7/grupo, *p<0.05 (Teste t de Student); de animais tratados com Bj-PRO-5a em relação 

aos animais controles tratados com veículo PBS. 
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5.5 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a produção de VEGF em músculos isquêmicos de 

membros posteriores de animais normoglicêmicos 

 

O VEGF é uma citocina potente e multifuncional que atua no endotélio vascular causando 

aumento da permeabilidade vascular e estímulo à neovascularização em processos fisiológicos e 

patológicos (LAWALL, et a., 2010). 

Assim, avaliamos os efeitos do Bj-PRO-5a nos níveis de VEGF através da técnica de 

ELISA, no músculo adutor coletado no 3º dia após a OAF, com intuito de investigar possiveis 

mediadores dos efeitos pró-angiogênicos induzidos pelo Bj-PRO-5a. Os resultados obtidos 

demonstraram um aumento significativo nos níveis de VEGF no músculo (*p<0,05PBS 358,1, 

±37,97; Bj-PRO-5a 522,9, ±51,27) nos animais tratados com Bj-PRO-5a em relação ao controle 

PBS. (Figura  11). 
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Figura 11:  Efeitos do peptídeos Bj-PRO-5a sobre a produção de VEGF em animais 

normoglicêmicos. Músculo adutor isquêmico coletado no 3º dia após OAF e utilizado o método 

de ELISA para dosagem dos níveis de VEGF. Os dados representam a media ± e.p.m., n=5/grupo, 

*p<0,05; comparado com veículo PBS. 
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5.6 O peptídeo Bj-PRO-5a não estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais deficientes na expressão gênica do receptor B1 de Bradicinina 

(B1RKO) submetidos à OAF 

 

Com a intenção de avaliarmos o envolvimento do receptor B1R de bradicinina na 

estimulação da recuperação do fluxo sanguíneo de membros isquemiados induzida pelo peptídeo 

Bj-PRO-5a, foram utilizados animais nocautes para o receptor B1R (B1RKO).  Os resultados 

encontrados mostraram que o efeito estimulatório induzido pelo peptídeo Bj-PRO-5a foi abolido 

em animais B1RKO nos dias 3 (B1RKO PBS 0.203800 ±0.040370; B1RKO Bj-PRO-5a 0.132700 

±0.019840 ), 5 (B1RKO PBS 0.262000 ±0.055080; B1RKO Bj-PRO-5a 0.338200 ±0.075560) 10 

(B1RKO PBS 0.368200 ±0.052800; B1RKO Bj-PRO-5a 0.464200 ±0.066940) e 14 (B1RKO 

PBS 0.361600 ±0.052340; B1RKO Bj-PRO-5a 0.422300 ±0.057180 ) após a OAF (Figura 12). 
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Figura 12: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de 

animais B1RKO após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos membros 

posteriores por imagem de perfusão por laser Doppler nos animais B1RKO controle (PBS) e nos 

tratados com Bj-PRO-5a. Área sobre a curva do fluxo sanguíneo. (B) Imagens representativas de 

LDPI antes, imediatamente a OAF e no 14d após tratamento com Bj-PRO-5a. O teste estatistico 

utilizado foi two-way ANOVA, seguido de pós- teste Bonferroni.  Os dados representam a média 

± e.p.m., n=7/grupo, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 para o grupo WT-Bj-PRO-5a comparado 

com WT-PBS veículo. 
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5.7 O peptídeo Bj-PRO-5a não estimula a angiogênese e arteriogênese em músculos 

isquêmicos de membros posteriores de animais B1RKO 

 

            Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na angiogênese e arteriogênese foram feitas 

análises histomorfométricas dos cortes de músculos adutores isquemiados corados por H&E. Para 

isso, foi quantificado o número de capilares, de miócitos por mm2 e de arteríolas em músculo 

adutor 14 dias após OAF.  Observamos que não houve um aumento significativo na densidade 

capilar (B1RKO PBS 2105, ±242,5; B1RKO Bj-PRO-5a 2073, ± 327,5), na densidade de miócitos 

(B1RKO PBS 2595, ±319,4; B1RKO Bj-PRO-5a 2175, ±205,0), na relação capilar/miócito 

(B1RKO PBS 0,8891, ±0,01563; B1RKO Bj-PRO-5a 0,9471, ±0,06131), e na densidade de 

arteríolas (B1RKO PBS 5,200, ±0,5831; B1RKO Bj-PRO-5a 3,000, ±1,000), nos animais B1RKO 

tratados com o Bj-PRO-5a em relação aos animais controle B1RKO (Figura 13). Perante isso, 

uma vez que os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a foram abolidos na ausência do receptor B1R, 

nossos dados sugerem que o receptor B1 de bradicinina (B1R) é uma possível via envolvida na 

ação pró-angiogênica do Bj-PRO-5a aqui estudado. 
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PBS WT                                             B1RKO PBS                                        B1RKO Bj-PRO-5a            

 

Figura 13: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a densidade de capilares, miócitos e 

arteríolas em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais B1RKO. (A) 

Densidade de capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de capilares e de 

(D) densidade de arteríolas no músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após a OAF. Os 

dados representam a média ± e.p.m., n=4/grupo, *p<0,05  comparado com veículo PBS-WT. (E) 

Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados 

com PBS veículo ou Bj-PRO-5a. As setas indicam capilares sanguíneos entre fibras musculares 

observado ao 14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 400x, barra escala – 50 μm, 1000x - 

200 μm) 
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5.8 O peptídeo Bj-PRO-5a não estimula a produção de VEGF em músculos isquêmicos de 

membros posteriores de animais B1RKO 

 

Com intuito de investigar possíveis mecanismos de ação pelo qual o peptídeo Bj-PRO-5a 

induz a produção de VEGF após a OAF, avaliamos os efeitos do Bj-PRO-5a nos níveis de VEGF 

no músculo isquêmico de animais B1RKO, através da técnica de ELISA. Os resultados obtidos 

demonstraram que não houve um aumento significativo nos níveis de VEGF no músculo (PBS –

358,1, ±37,97; Bj-PRO-5a 522,9, ±51,27) de animais B1RKO tratados com Bj-PRO-5a em 

relação ao grupo de animais B1RKO tratados com veículo. Esses dados sugerem, uma vez que o 

Bj-PRO-5a estimula a produção de VEGF no músculos de animais WT, que o receptor B1R pode 

estar envolvido nos efeitos estimulatórios induzidos pelo peptídeo Bj-PRO-5a, sobre os niveis de 

VEGF no músculo isquemiado (Figura 14). 
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Figura 14:  Efeitos do peptídeos Bj-PRO-5a sobre a produção de VEGF em animais B1RKO 

submetidos a OAF. Músculo adutor isquêmico coletado no 3º dia após OAF e utilizado o método 

de ELISA para dosagem dos níveis de VEGF. Os dados representam a media ± e.p.m., n=5/grupo. 

Não houve diferença entre os animais B1RKO tratados com Bj-PRO-5a comparado com os 

animais tratados com veículo PBS. 
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5.9 - Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas em 

animais B1RKO após a OAF 

 

Para avaliar os efeitos do Bj-PRO-5a sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas 

(CTAs) após a OAF, avaliamos a frequência dessas células na meduda óssea e no sangue no 3º 

dia pela técnica de citometria de fluxo. Nossos dados mostram que o Bj-PRO-5a não teve efeito 

sobre a frequência de células Lin-Sca-1+ckit+ (PBS B1RKO 0,3641 ± 0,01416, Bj-PRO-5a 

B1RKO 0,3700 ± 0,04119), LSK-VEGFR2+ (PBS B1RKO 0,1859  ± 0,01726, Bj-PRO-5a 

B1RKO 0,1960 ± 0,02118), Lin-ckit+VEGFR2+CXCR4+ (PBS B1RKO 0,2172 ± 0,02046 , Bj-

PRO-5a B1RKO 0,2086 ± 0,02893)  na medula óssea de animais B1RKO.  

De forma similar, quando avaliamos os efeitos do Bj-PRO-5a sobre a mobilização de 

células Lin-Sca-1+ckit+ (PBS B1RKO 0,01648 ± 0,001843 , Bj-PRO-5a B1RKO 0,01421  ± 

0,001559) LSK-VEGFR2+ (PBS B1RKO 0,008542 ± 0,0006695 , Bj-PRO-5a B1RKO 0,004439  

± 0,001372), Lin-ckit+VEGFR2+CXCR4+ (PBS B1RKO 0,01140 ± 0,0008574 , Bj-PRO-5a 

B1RKO 0,01038 ± 0,002224)  para o sangue, não observamos aumento na frequência dessas 

células no grupo tratado com Bj-PRO-5a quando comparado ao grupo controle (Figura 15). 
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Figura 15: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre CTAs na medula óssea e no sangue 

periférico de animais B1RKO após a OAF. Citometria de fluxo de células da medula óssea e 

do sangue periférico no 3º dia após OAF. (A-B) LSK (Lin-Sca-1+c-kit+), (C-D) LSK-VEGFR2+, 

(E-F) Lin-c-kit+VEGFR2+CXCR4+. Os valores estão representados como porcentagem de células 

encontradas ±e.p.m., n=7/grupo, **p<0,01, *p<0,05 (Teste t de Student); de animais tratados com 

Bj-PRO-5a em relação aos animais controles tratados com veículo PBS. 
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5.10 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais deficientes na expressão gênica do receptor B2 de Bradicinina 

(B2RKO) submetidos à OAF. 

 

            Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na recuperação do fluxo sanguíneo em 

membros isquemiados de animais B2RKO submetidos a OAF, utilizamos a técnica de imagem 

de perfusão por laser Doppler – LDPI. Observamos que houve uma melhora significativa na 

recuperação do fluxo sanguíneo no 10d (## p<0,05 B2RKO PBS 0.55070, ± 0.03591; B2RKO 

Bj-PRO-5a 0.77120, ±0.044930) e no 14d (###p<0,05 B2RKO PBS 0.60380, ±0.03871; B2RKO 

Bj-PRO-5a 0.86320, ±0.048620) em ambos os animais WT e B2RKO tratados com o Bj-PRO-5a 

em relação aos animais controle tratados com veículo PBS (Figura 16).  
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Figura 16: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de 

animais B2RKO após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos membros 

posteriores por imagem de perfusão por laser Doppler nos animais B2RKO controle (PBS) e nos 

animais tratados com Bj-PRO-5a. (B) Imagens representativas de LDPI antes, imediatamente a 

OAF e no 14d após tratamento com Bj-PRO-5a. O teste estatistico utilizado foi two-way ANOVA, 

seguido de pós- teste Bonferroni.  Os dados representam a média, ±e.p.m., n=7/grupo, 

***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 para o grupo WT-Bj-PRO-5a comparado com WT-PBS veículo 

e # para o grupo B2RKO PBS comparado com B2RKO Bj-PRO-5a. 
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5.11 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a angiogênese e arteriogênese em músculos isquêmicos 

de membros posteriores de animais B2RKO. 

 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na angiogênese e arteriogênese foram feitas 

análises histomorfométricas dos cortes de músculos adutores isquemiados corados por H&E. Foi 

quantificado o número de capilares, de miócitos por mm2 e de arteríolas em músculo adutor 

isquemiado 14 dias após OAF.  Observamos que houve um aumento significativo na densidade 

capilar (*p<0,05 B2RKO PBS 1927, ±160,2; B2RKO Bj-PRO-5a 2477, ±61,73), na relação 

capilar/miócito (*p<0,05 B2RKO PBS 0,9486, ±0,05100; B2RKO Bj-PRO-5a 1,105, ±0,03186), 

e na densidade de arteríolas (*p<0,05 B2RKO PBS 4,000, ±0,5774; B2RKO Bj-PRO-5a 8,250, 

±0,4787), mas não na densidade de miócitos (B2RKO PBS 2119, ±113,6; B2RKO Bj-PRO-5a 

2324, ±58,57)  nos animais B2RKO tratados com o Bj-PRO-5a em relação aos animais controle 

B2RKO que recebiam PBS (Figura 17). Esses dados evidenciam que o receptor B2R não parece 

estar envolvido nos efeitos estimulatórios do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a revascularização no 

modelo murino de OAF. 
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PBS WT                                                 B2RKO PBS                                        B2RKO Bj-PRO-5a 

 

Figura 17: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a densidade de capilares, miócitos e 

arteríolas em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais B2RKO. (A) 

Densidade de capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de capilares e de 

(D) densidade de arteríolas no músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após a OAF. 

Observa-se que houve um aumento significativo entre o grupo tratado B2RKO Bj-PRO-5a 

comparado com veículo PBS B2RKO. Os dados representam a média ±e.p.m., n=4/grupo, 

*p<0,05  comparado com veículo PBS-B2RKO e # comparado com WT PBS. (E) 

Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados 

com Bj-PRO-5a e corados por H&E. As setas indicam capilares sanguíneos entre fibras 

musculares observado ao 14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 400x, barra escala – 50 μm, 

1000x - 200 μm). 
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5.12 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais tratados com L-NAME submetidos à OAF 

 

O papel do óxido nítrico (NO) na angiogênese é importante e bem descrito, sendo ele 

considerado uma potente molécula pró-angiogênica que pode atuar em diversos processos que 

estimulam a neovascularização (PRIOR et al., AMANO et al., 2003; MUROHARA et al., 1998).  

Com intuito de avaliar o papel de NO como possível via de ação dos Bj-PRO-5a para 

indução de seus efeitos pró-angiogênicos, animais WT foram tratados com NG nitro- L-arginina 

metil éster (L-NAME) (inibidor da NOS – óxido nítrico sintase) na dose de 20mg/kg por via 

intraperitoneal, concomitante com os Bj-PRO-5a. Avaliamos os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a 

na recuperação do fluxo sanguíneo em membros isquemiados de animais tratados com L-NAME 

submetidos a OAF, utilizamos a técnica de imagem de perfusão por laser Doppler – LDPI. 

Observamos que houve uma melhora na recuperação do fluxo sanguíneo no 14d (#p<0,05 

PBS+L-NAME 0.55070, ± 0.03591; Bj-PRO-5a+L-NAME 0.77120, ±0.044930) nos animais 

tratados com o Bj-PRO-5a+ L-NAME em relação aos animais controle tratados com veículo 

PBS+L-NAME (Figura 18).  
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Figura 18: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de 

animais tratados com L-NAME após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos 

membros posteriores por imagem de perfusão por laser Doppler nos animais tratados com L-

NAME controle (PBS) e nos animais tratados com L-NAME + Bj-PRO-5a. (B) Imagens 

representativas de LDPI antes, imediatamente a OAF e no 14d após tratamento com Bj-PRO-5a. 

O teste estatistico utilizado foi two-way ANOVA, seguido de pós- teste Bonferroni.  Os dados 

representam a média, ±e.p.m., n=7/grupo, ***p<0,001, para o grupo WT-Bj-PRO-5a comparado 

com WT-PBS veículo e # para o grupo PBS + L-NAME comparado com Bj-PRO-5a + L-NAME. 
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5.13 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a angiogênese e arteriogênese em músculos isquêmicos 

de membros posteriores de animais tratados com L-NAME 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a na angiogênese e arteriogênese de animais 

tratados com L-NAME, foram feitas análises histomorfométricas dos cortes de músculos adutores 

isquemiados corados por H&E. Foi quantificado o número de capilares, de miócitos por mm2 e 

de arteríolas em músculo adutor isquemiado 14 dias após OAF.  Nossos dados mostram que a co-

administração com L-NAME concomitantemente com Bj-PRO-5a, não aboliu os efeitos 

estimulatórios do Bj-PRO-5a sobre a densidade capilar (*p<0,05 PBS+L-NAME 2001, ±72,93; 

Bj-PRO-5a+L-NAME 2378, ± 68,11) e a relação capilar/miócito (*p<0,05 PBS+L-NAME média 

1,001, e.p.m. 0,008048; Bj-PRO-5a+L-NAME média 1,126, e.p.m. 0,03718). Não houve 

diferença entre a densidade de miócitos (PBS+L-NAME 1998, ± 61,69; Bj-PRO-5a+L-NAME 

2113, ± 31,19). Em relação ao número de arteríolas, o tratamento com L-NAME aparentemente 

aboliu os efeitos pró-arteriogênicos nos músculos de membros posteriores isquêmicos (PBS+L-

NAME 4,667, ± 0,8819; Bj-PRO-5a+L-NAME 8,250, ± 1,109). Esses dados sugerem que o óxido 

nítrico (NO), inibido pela administração de L-NAME, não parece estar diretamente envolvido nos 

efeitos estimulatórios do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a revascularização no modelo murino de OAF 

(Figura 19). 
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PBS WT                                              L-NAME + PBS                                     L-NAME + Bj-PRO-5a 

 

Figura 19: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a densidade de capilares, miócitos e 

arteríolas em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais tratados com L-

NAME. (A) Densidade de capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de 

capilares e de (D) densidade de arteríolas no músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após 

a OAF. Observa-se que houve um aumento significativo entre o grupo Bj-PRO-5a + L-NAME 

comparado com veículo PBS + L-NAME. Os dados representam a média ±e.p.m., n=5/grupo, 

**p<0,01, *p<0,05 comparado com veículo PBS e # comparado com PBS + L-NAME. (E) 

Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados 

com Bj-PRO-5a e corados por H&E. As setas indicam capilares sanguíneos entre fibras 

musculares observado ao 14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 400x, barra escala – 50 μm, 

1000x - 200 μm). 
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5.14 O peptídeo Bj-PRO-5a estimula a migração e a proliferação de células endoteliais de 

veia umbilical humana (HUVECs) em condições de normóxia e hipóxia 

 

Para avaliar se o Bj-PRO-5a tem efeito sobre a migração e a proliferação de células 

endoteliais, etapas do processo angiogênico, foi realizado um ensaio de scratch e incorporação 

com BrdU, respectivamente, com HUVECs na presença ou ausência do peptídeo Bj-PRO-5a 

(100nM). Nossos dados mostram que 36h após ao tratamento com Bj-PRO-5a, a capacidade de 

migração foi significamente maior nas células tratadas com Bj-PRO-5a em meio EBM  (*p<0,05 

normoxia PBS 5,961 , ±0,9701, Bj-PRO-5a 25,06, ± 6,511; hipóxia PBS 4,748 , ±1,929 ;Bj-PRO-

5a 18,91, ±4,977), quanto em meio EGM-2 (**p<0,01 normoxia PBS 19,45, ±5,224, Bj-PRO-5a 

53,10, ± 6,997; hipóxia PBS 70,10, ± 2,93, Bj-PRO-5a 88,37, ±2,486), quando comparada às 

células tratadas apenas com veículo PBS, em condições de normoxia (5%CO2) e hipóxia (1,01 

Vol-% de oxigênio para 5,01 Vol-% de gás carbônico) (Figura 20). 

Além disso, quando quantificamos o efeito de Bj-PRO-5a sobre a proliferação de 

HUVECs 24h após o tratamento com o peptídeo, verificamos que em condições de normoxia, 

mas não de hipóxia, houve um aumento na capacidade de proliferação das células tratadas com 

Bj-PRO-5a (**p<0,01 PBS, 0,9785, ± 0,04145, Bj-PRO-5a 1,435, ± 0,09251) quando comparadas 

as células tratadas com veículo PBS (Figura 21). Perante isso, nossos dados sugerem que Bj-PRO-

5a tem efeito por si só, na migração de células endoteliais, em condições de normoxia e hipóxia, 

independente da presença ou ausência de estímulos e fatores de crescimento (EGM-2, hipóxia). 

Entretanto, os efeitos estimulatórios de Bj-PRO-5a na proliferação de células endoteliais foi 

observado apenas em condição de normoxia-EBM, ou seja, um efeito direto sem a necessidade 

da presença de estímulos ou fatores de crescimento. 
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Figura 20: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a migração de células endoteliais 

(HUVECs) em condições de normóxia e hipóxia. (A) Migração de células HUVECs após o 

tratamento com Bj-PRO-5a 100nM em condições de normoxia e hipóxia. (B) Imagens 

representativas de ensaio de migração pela técnica de scratch após 36h, a quantificação da área 

aberta usando o software Tscratch. Os dados representam a média ± e.p.m, ***p<0,001, **p 

<0,01, *p <0,05 em comparação com o controle PBS e # comparado com PBS EGM-2. 
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Figura 21: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a proliferação de células endoteliais 

(HUVECs) em condições de normóxia e hipóxia. Proliferação de HUVECs após tratamento 

com Bj-PRO-5a 100 nM durante 24h avaliado por ensaio de incorporação de BrdU. As células 

foram testadas na presença de meio basal (EBM) com 0,1% de SFB, glicose e íons ou em meio 

suplementado (EGM-2)  com 10% SFB, fatores de crescimento e citocinas, sob condições de 

normoxia ou hipóxia. Os dados representam a média ± e.p.m, **p <0,01, *p <0,05 em comparação 

com o controle PBS e # comparado com PBS EGM-2.  
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5.15 O peptídeo Bj-PRO-5a não estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais hiperglicêmicos, no modelo de Diabetes Mellitus tipo 1 induzido por 

estreptozotocina (STZ) 

 

Para avaliarmos se o Bj-PRO-5a têm efeitos na estimulação da recuperação do fluxo 

sanguíneo de membros isquemiados de animais diabéticos submetidos a OAF, utilizamos a 

técnica de imagem de perfusão por laser Doppler – LDPI . Os nossos resultados encontrados 

mostraram que o peptídeo Bj-PRO-5a não estimula a recuperação do fluxo sanguíneo em 

camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina nos dias 5d  (PBS 0.39380, ± 0.05054; 

Bj-PRO-5a 0.50850, ± 0.04545), 7d (PBS 0.55000, ± 0.06000; Bj-PRO-5a 0.64160, ± 0.06139) e 

14d após a OAF (PBS 0.63580, ± 0.05671; Bj-PRO-5a 0.77000, ± 0.06000) (Figura 22-A).  

A figura 22-B contém imagens representativas da perfusão dos membros posteriores 

antes, imediatamente após e 7d após a OAF. Perante ao fato de não observamos efeito do Bj-

PRO-5a sobre a revascularização pôs-isquêmica em animais hiperglicêmicos induzidos por STZ, 

não foi realizada nenhuma outra avaliação utilizando material biológico desse grupo de animais. 
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Figura 22: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de 

animais diabéticos induzidos por STZ após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo 

sanguíneo nos membros posteriores por LDPI nos animais diabéticos controle (PBS) e nos 

animais diabéticos tratados com Bj-PRO-5a. (B) Imagens representativas de LDPI antes, 

imediatamente a OAF e no 7d após tratamento com Bj-PRO-5a. O teste estatistico utilizado foi 

two-way ANOVA, seguido de pós-teste Bonferroni.  Os dados representam a média ± e.p.m., 

n=7/grupo. Não houve diferença estatística entre os grupos tratados com Bj-PRO-5a quando 

comparado ao grupo tratado com veículo PBS. 
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5.16 O peptídeo Bj-PRO-7a estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais diabéticos submetidos à OAF 

 

Para avaliarmos os efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a recuperação do fluxo 

sanguíneo de membros posteriores em animais diabéticos submetidos a OAF, utilizamos a técnica 

LDPI. Observamos que o fluxo foi aumentado no grupo tratado com Bj-PRO-7a nos dias 5 

(**p<0,01 PBS 0.39380, ± 0.05054; Bj-PRO-7a 0.58660, ± 0.052780) e 14 (*p<0,05 PBS 

0.63580, ± 0.05671; Bj-PRO-7a 0.81000, ± 0.020000) após a OAF, em relação ao grupo controle 

tratado com veículo PBS (Figura 23).  
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Figura 23: Efeito do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de animais 

diabéticos após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos membros posteriores 

por imagem de perfusão por LDPI nos animais controle (PBS) e nos animais tratados com Bj-

PRO-7a.  (B) Imagens representativas de LDPI antes, imediatamente após a OAF e no 5d após a 

OAF e tratamento diário com Bj-PRO-7a (71nmol/kg). O teste estatistico utilizado foi two-way 

ANOVA, seguido de pós- teste Bonferroni.  Os dados representam a média ± e.p.m., n=8/grupo, 

**p<0,01, *p<0,05 comparado com PBS veículo. 
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5.17 O peptídeo Bj-PRO-7a estimula a angiogênese em músculos isquêmicos de membros 

posteriores de animais diabéticos 

 

            Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a na angiogênese, após 14 dias da OAF e do 

tratamento com Bj-PRO-7a, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores do membro 

isquemiado foram coletados e processados para análises histomorfométricas de cortes corados 

por H&E. Para isso, foi quantificado o número de capilares e de miócitos por mm2.  Observamos 

que houve um aumento significativo na densidade de capilares (*p<0,05 PBS 2845, ± 146,2; Bj-

PRO-7a 3558, ± 195,2), na relação capilar/miócito (**p<0,01 PBS 1,083, ± 0,03145; Bj-PRO-7a 

1,210, ± 0,01139), mas não na densidade de miócitos (PBS 2465, ± 126,1; Bj-PRO-7a 2841, ± 

152,3) nos animais tratados com o Bj-PRO-7a em relação aos animais que receberam PBS veículo 

(Figura 24). 
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Não-isquêmico                                 PBS                                                         Bj-PRO-7a 

  

Figura 24: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a densidade de capilares e miócitos em 

músculos isquêmicos de membros posteriores de animais  diabéticos. (A) Densidade de 

capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de capilares e de miócitos no 

músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após a OAF. Os dados representam a media 

±e.p.m., n=6/grupo, **p<0,01, *p<0,05  comparado com veículo PBS. (D) Fotomicrografias em 

microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados com PBS veículo ou Bj-

PRO-7a. As setas indicam capilares sanguíneos entre fibras musculares observado ao 14º dia 

(corado por Hematoxilina & Eosina, 400x, barra escala – 50 μm, 1000x - 200 μm).  
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5.18 Efeito do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a arteriogênese em músculos isquêmicos de 

membros posteriores de animais diabéticos  

 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a na arteriogênese de novo, após 14 dias da 

OAF e do tratamento com Bj-PRO-7a, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores do 

membro isquemiado foram coletados e quantificado o número de arteríolas por mm2. 

Observamos que não houve diferença significativa na densidade de arteríolas dos músculos 

isquemiados de animais tratados com Bj-PRO-7a (PBS 7,125, ± 0,6105; Bj-PRO-7a 9,286, ± 

0,9184) em relação ao controle PBS (Figura 25). 

           Além disso, ao avaliarmos o remodelamento nas arteríolas dos músculos adutores dos 

membros isquemiados, observamos que houve um aumento significativo na área de luz (*p<0,05 

PBS 65,91, ± 9,114; Bj-PRO-7a 181,3, ± 41,59), área de parede vascular (**p<0,01 PBS 138,8, 

± 14,73; Bj-PRO-7a 249,7, ± 27,52) e na área vascular total (**p<0,01 PBS 216,9, ± 17,34; Bj-

PRO-7a 431,1, ± 68,26) do grupo tratado com Bj-PRO-7a em comparação com o grupo controle 

PBS 14º dia após a OAF (Figura 25). A tabela 3 representa a razão de remodelamento e relação 

parede/luz, respectivamente, entre os grupos estudados. 
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Tabela 3: 

 

 

Figura 25: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a arteriogênese de novo e remodelamento 

vascular em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais diabéticos. (A) 

Densidade de arteríolas, (B) área da luz vascular, (C) área de parede vascular e (D) área total 

vascular no músculo adutor isquemiado no 14º dia após a OAF. Tabela 3 expressa a razão de 

remodelamento e a relação parede/luz. Os dados representam a media ± e.p.m., 

n=5/grupo,**p<0,01, *p<0,05 comparado com veículo PBS.  
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Figura 26: Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais 

diabéticos tratados com Bj-PRO-7a. As setas indicam arteríolas entre fibras musculares observado 

ao 14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 1000x, barra escala – 200 μm). 
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5.19 Efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas após 

a OAF  

 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a na frequência de células-tronco 

angiogênicas (CTAs) na medula óssea e no sangue de animais diabéticos no 3º dia após a OAF, 

usamos a técnica de citometria de fluxo. Nossos resultados mostram que o Bj-PRO-7a aumentou 

a frequência de células LSK (Lin-Sca-1+ckit+) na medula óssea (*p<0,05 PBS 0,2373, ± 0,02456; 

Bj-PRO-7a 0,3717, ± 0,06131), mas não no sangue (PBS 0,006354, ± 0,001172; Bj-PRO-7a 

0,006570, ± 0,001436) de animais diabéticos. Em relação a subpopulação LSK VEGFR2+, o 

peptídeos Bj-PRO-7a aumentou a frequência dessas células na medula óssea (*p<0,05 PBS 

0,06070, ± 0,004074; Bj-PRO-7a 0,08232, ± 0,01035), como também teve efeito na mobilização 

dessas células para o sangue (*p<0,05 PBS 0,002724, ± 0,0003667; Bj-PRO-7a 0,005633, ± 

0,001317),. Além disso, o peptídeo Bj-PRO-7a aumentou a frequência de células com fenótipo 

Lin-Sca-1+VEGFR2+CXCR4 na medula óssea (*p<0,05 PBS 0,05669, ± 0,003435; Bj-PRO-7a 

0,1001, ± 0,02209) e a mobilização para o sangue (**p<0,01 PBS 0,001421, ± 0,0002246; Bj-

PRO-7a 0,003657, ± 0,0005952) (Figura 28). 
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Figura 27: Caracterização fenotípica das CTAs por citometria de fluxo. (A) População de 

CTAs. (B) População de células negativas para marcadores de linhagem hematopoietica (Lin-). 

(C) Populações presentes dentre a população de CTAs, em vermelho representa o isótipo controle 

e em azul o marcador específico.  
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Figura 28: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre CTAs na medula óssea e no sangue 

periférico de animais normoglicêmicos após a OAF. Citometria de fluxo de células da medula 

óssea e do sangue periférico no 3º dia após OAF. As células foram marcadas com anticorpos 

específicos contra marcadores de superfície presentes em células progenitoras com potencial 

angiogênico. (A-B) LSK (Lin-Sca-1+c-kit+), (C-D) LSK-VEGFR2+, (E-F) Lin-c-

kit+VEGFR2+CXCR4+. Os valores estão representados como porcentagem de células encontradas 

±e.p.m., n=7/grupo, *p<0.05 (Teste t de Student); de animais tratados com Bj-PRO-7a em relação 

aos animais controles tratados com veículo PBS. 
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5.20 O peptídeo Bj-PRO-7a não estimula a produção de VEGF em músculos de membros 

posteriores isquêmicos em animais diabéticos. 

Avaliamos também os efeitos do Bj-PRO-7a nos níveis de VEGF através da técnica de 

ELISA, no músculo adutor coletado no 3º dia após a OAF, com intuito de investigar possiveis 

mediadores dos efeitos pró-angiogênicos induzidos pelo Bj-PRO-7a. Os resultados obtidos 

demonstraram que não houve diferença significativa nos níveis de VEGF no músculo (PBS 418,9, 

± 33,78; Bj-PRO-7a 360,0, ± 45,50) nos animais tratados com Bj-PRO-7a em relação ao controle 

PBS (Figura 29). 
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Figura 29:  Efeitos do peptídeos Bj-PRO-7a sobre a produção de VEGF em animais 

normoglicêmicos. Músculo adutor isquêmico coletado no 3º dia após OAF e utilizado o método 

de ELISA para dosagem dos níveis de VEGF. Os dados representam a media ± e.p.m., n=6/grupo, 

*p<0,05; comparado com veículo PBS. 
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5.21 O peptídeo Bj-PRO-10c estimula a recuperação do fluxo sanguíneo de membros 

posteriores de animais diabéticos submetidos à OAF 

 

Para avaliarmos os efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a recuperação do fluxo 

sanguíneo de membros posteriores em animais diabéticos submetidos a OAF, utilizamos a técnica 

LDPI. Observamos que o fluxo foi aumentado no grupo tratado com Bj-PRO-10c nos dias 5 

(***p<0,001 PBS 0.39380, ± 0.05054; Bj-PRO-10c 0.69000, ± 0.110000) e 7 (*p<0,05 PBS 

0.55000, ± 0.06000; Bj-PRO-10c 0.76000, ± 0.060000) após a OAF, em relação ao grupo controle 

tratado com veículo PBS (Figura 30).  
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Figura 30: Efeito do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a recuperação do fluxo sanguíneo de 

animais diabéticos após OAF. (A) Monitoramento in vivo do fluxo sanguíneo nos membros 

posteriores por LDPI nos animais controle (PBS) e nos animais tratados com Bj-PRO-10c.  (B) 

Imagens representativas de LDPI antes, imediatamente após a OAF e no 5d após a OAF e 

tratamento diário com Bj-PRO-10c (71nmol/kg). O teste estatistico utilizado foi two-way 

ANOVA, seguido de pós- teste Bonferroni.  Os dados representam a média ± e.p.m., n=8/grupo, 

***p<0,001, *p<0,05 comparado com PBS veículo. 
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5.22 O peptídeo Bj-PRO-10c estimula a angiogênese em músculos isquêmicos de membros 

posteriores de animais diabéticos 

 

            Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c na angiogênese, após 14 dias da OAF e 

do tratamento com Bj-PRO-10c, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores do 

membro isquemiado foram coletados e processados para análises histomorfométricas de cortes 

corados por H&E. Para isso, foi quantificado o número de capilares e de miócitos por mm2.  

Observamos que houve um aumento significativo na densidade de capilares (PBS 2845, ± 146,2; 

Bj-PRO-10c 3844, ± 287,9), na densidade de miócitos (PBS 2465, ± 126,1; Bj-PRO-7a 3188, ± 

212,0) e na relação capilar/miócito (PBS 1,083, ± 0,03145; Bj-PRO-7a 1,218, ± 0,008157), em 

relação aos animais que receberam PBS veículo (Figura 31). 
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Figura 31: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a densidade de capilares e miócitos em 

músculos isquêmicos de membros posteriores de animais  diabéticos. (A) Densidade de 

capilares, (B) densidade de miócitos, (C) razão entre o número de capilares e de miócitos no 

músculo adutor isquemiado de animais 14 dias após a OAF. Os dados representam a media 

±e.p.m., n=6/grupo, **p<0,01, *p<0,05  comparado com veículo PBS. (D) Fotomicrografias em 

microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais tratados com PBS veículo ou Bj-

PRO-10c. As setas indicam capilares sanguíneos entre fibras musculares observado ao 14º dia 

(corado por Hematoxilina & Eosina, 400x, barra escala – 50 μm, 1000x – 200 μm). 
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5.23 Efeito do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a arteriogênese em músculos isquêmicos de 

membros posteriores de animais diabéticos  

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c na arteriogênese de novo, após 14 dias da 

OAF e do tratamento com Bj-PRO-10c, os animais foram eutanasiados e os músculos adutores 

do membro isquemiado foram coletados e quantificado o número de arteríolas por mm2. 

Observamos um aumento significativo na densidade de arteríolas dos músculos isquemiados de 

animais tratados com Bj-PRO-10c (**p<0,05 PBS 7,125, ± 0,6105; Bj-PRO-10c 11,60, ± 1,208) 

em relação ao controle PBS (Figura 32). 

           Além disso, ao avaliarmos o remodelamento nas arteríolas dos músculos adutores dos 

membros isquemiados, observamos que não houve diferença significativa na área de luz (PBS 

65,91, ± 9,114; Bj-PRO-10c 115,0, ± 8,347), área de parede vascular (PBS 138,8, ± 14,73; Bj-

PRO-10c 159,8, ± 14,34), e na área vascular total (PBS 216,9, ± 17,34; Bj-PRO-10c 274,8, ± 

10,61), do grupo tratado com Bj-PRO-10c em comparação com o grupo controle PBS 14º dia 

após a OAF (Figura 32). A tabela 4 representa a razão de remodelamento e relação parede/luz, 

respectivamente, entre os grupos estudados. 
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Tabela 4 

 

Figura 32: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a arteriogênese de novo e remodelamento 

vascular em músculos isquêmicos de membros posteriores de animais diabéticos. (A) 

Densidade de arteríolas, (B) área da luz vascular, (C) área de parede vascular e (D) área total 

vascular no músculo adutor isquemiado no 14º dia após a OAF. Tabela 4 expressa a razão de 

remodelamento e a relação parede/luz. Os dados representam a media ± e.p.m., n=5/grupo, 

**p<0,01 comparado com veículo PBS. 
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Figura 33: Fotomicrografias em microscopia de luz de músculos adutores isquêmicos de animais 

diabéticos tratados com Bj-PRO-10c. As setas indicam arteríolas entre fibras musculares 

observado ao 14º dia (corado por Hematoxilina & Eosina, 1000x, barra escala – 200 μm). 
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5.24 - Efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c sobre a mobilização de células-tronco angiogênicas 

após a OAF  

 

Para avaliar os efeitos do peptídeo Bj-PRO-10c na frequência de células-tronco 

angiogênicas (CTAs) na medula óssea e no sangue de animais diabéticos no 3º dia após a OAF, 

usamos a técnica de citometria de fluxo. Nossos resultados mostram que o Bj-PRO-10c aumentou 

a frequência de células LSK (Lin-Sca-1+ckit+) na medula óssea (*p<0,05 PBS 0,2373, ± 0,02456; 

Bj-PRO-10c 0,3865, ± 0,05562), mas não no sangue (PBS 0,006354, ± 0,001172; Bj-PRO-10c 

0,003167, ± 0,0006198) de animais diabéticos. Em relação a subpopulação LSK VEGFR2+, o 

peptídeo Bj-PRO-10c aumentou a frequência dessas células na medula óssea (*p<0,05 PBS 

0,06070, ± 0,004074; Bj-PRO-10c 0,09681, ± 0,01438), mas não teve efeito na mobilização 

dessas células para o sangue (PBS 0,002724, ± 0,0003667; Bj-PRO-10c 0,001893, ± 0,0003925). 

Além disso, o peptídeo Bj-PRO-10c não obteve efeito na frequência de células com fenótipo Lin-

Sca-1+VEGFR2+CXCR4 na medula óssea (PBS 0,05669, ± 0,003435; Bj-PRO-10c 0,07880, ± 

0,01392) quanto no sangue (PBS 0,001421, ± 0,0002246; Bj-PRO-10c 0,001071, ± 0,0002563) 

(Figura 35). 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Caracterização fenotípica das CTAs por citometria de fluxo. (A) População de 

CTAs. (B) População de células negativas para marcadores de linhagem hematopoietica (Lin-). 

(C) Populações presentes dentre a população de CTAs, em vermelho representa o isótipo controle 

e em azul o marcador específico.  
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Figura 35: Efeitos do peptídeo Bj-PRO-7a sobre CTAs na medula óssea e no sangue 

periférico de animais normoglicêmicos após a OAF. Citometria de fluxo de células da medula 

óssea e do sangue periférico no 3º dia após OAF. As células foram marcadas com anticorpos 

específicos contra marcadores de superfície presentes em células progenitoras com potencial 

angiogênico. (A-B) LSK (Lin-Sca-1+c-kit+), (C-D) LSK-VEGFR2+, (E-F) Lin-c-

kit+VEGFR2+CXCR4+. Os valores estão representados como porcentagem de células encontradas 

±e.p.m., n=7/grupo, *p<0.05 (Teste t de Student); de animais tratados com Bj-PRO-7a em relação 

aos animais controles tratados com veículo PBS. 



96 
 

5.25 O peptídeo Bj-PRO-10c não estimula a produção de VEGF em músculos de membros 

posteriores isquêmicos em animais diabéticos 

 

Avaliamos também os efeitos do Bj-PRO-10c nos níveis de VEGF através da técnica de 

ELISA, no músculo adutor coletado no 3º dia após a OAF, com intuito de investigar possiveis 

mediadores dos efeitos pró-angiogênicos induzidos pelo Bj-PRO-10c. Os resultados obtidos 

demonstraram que não houve diferença significativa nos níveis de VEGF no músculo (PBS – 

418,9, ± 33,78; Bj-PRO-10c 343,7, ± 13,28) nos animais tratados com Bj-PRO-10c em relação ao 

controle PBS (Figura 36). 
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Figura 36:  Efeitos do peptídeos Bj-PRO-10c sobre a produção de VEGF em animais 

normoglicêmicos. Músculo adutor isquêmico coletado no 3º dia após OAF e utilizado o método 

de ELISA para dosagem dos níveis de VEGF. Os dados representam a media ± e.p.m., n=6/grupo, 

*p<0,05; comparado com veículo PBS. 
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5.26 O peptídeo Bj-PRO-7a, mas não Bj-PRO-10c, tem efeito na diminuição da glicemia 

sanguínea em animais diabéticos após a OAF 

 

Por fim, avaliamos a glicemia plasmática dos animais diabéticos submetidos a OAF, 

realizando o teste de tolerância a glicose (TTG) no 14º dia após a OAF. Nossos dados mostram 

que não houve diferença na glicemia plasmática nos grupos tratados com Bj-PROs comparado 

com o controle diabético. (Figura 37-A). Além disso, investigamos os efeitos dos peptídeos Bj-

PRO-7a e Bj-PRO-10c nos níveis de glicose plasmática 14º dia após a OAF 24 horas após ao 

último tratamento com Bj-PROs ou veículo. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com 

Bj-PRO-7a, mas não Bj-PRO-10c, diminui significativamente os níveis de glicose plasmática no 

14d  (*p<0,05 PBS 239,8 ± 25,80; Bj-PRO-7a – 132,4  ± 21,64; Bj-PRO-10c 347,6 ± 28,84) após 

a OAF, quando comparado ao tratado com veículo PBS (Figura 37-B). 

 Além disso, a tabela 5 demonstra o Delta Δ entre a glicemia no 14 dia e antes do 

tratamento com os Bj-PROs. Nossos dados mostram que a média do Δ dos animais tratados Bj-

PRO-7a, mas não Bj-PRO-10c, é menor quando comparado ao grupo controle PBS. 
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Figura 37: Efeitos do tratamento com os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c sobre a 

glicemia sanguínea em animais diabéticos após a OAF. (A) Teste de tolerância à glicose (TTG) 

realizado com animais de jejum de 12h ao final do 14 dia de tratamento com os Bj-PROs. (B) 

Nivéis de glicose plasmática 24h após o último tratamento com Bj-PROs, sendo que em jejum de 

12hrs. (C) Tabela referente ao Delta Δ entre a glicemia no 14 dia e antes do tratamento com os 

Bj-PROs ou veículo. Os dados representam a média ± e.p.m., n=5/grupo *p<0,05. 

 

Tabela 5 Variação (Δ) entre a glicemia no 14 dia e antes do tratamento com os Bj-PROs 

  PBS Bj-PRO-7a Bj-PRO-10c 

Δ 221,5 33* 157,8 

  ±18,13 ±54,22 ±34,46 
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6- DISCUSSÃO 

 

 

O estreitamento das artérias de forma a dificultar, ou mesmo bloquear, a passagem de 

sangue aos membros inferiores, é denominada de Doença Arterial Periférica (DAP). Pode ser 

causada principalmente por aterotrombose e é uma das principais causas de morbidade devido ao 

declínio funcional associado à perda de membros. Tanto a DAP assintomática, quanto a 

sintomática, são indicadores importantes de possíveis eventos cardiovasculares e mortalidade 

(KNOWLES et al., 2007). Evidências atuais sugerem que a DAP representa um risco de doenças 

cardiovasculares equivalente ou pior que a doença arterial coronariana, o que cria um alerta para 

intervenções médicas oportunas (SUBHERWAL et al., 2015). Os dados de prevalência e 

incidência mostram que a DAP é mais comum em idosos, especialmente naqueles com mais de 

70 anos de idade. Nos Estados Unidos, a DAP afeta de 8 a 10 milhões pessoas sendo que 20% 

dos atendimentos ambulatoriais são decorrentes dessa patologia (GO et al., 2013; ROGER et al., 

2012). A prevalência da DAP no Brasil gira em torno de 10,5%, sendo que está intimamente 

ligada ao aumento da idade e fatores de risco como o Diabetes (MAKDISSE et al., 2008). 

Aproximadamente 70% dos casos de DAP podem ser explicados pelos estabelecidos 

fatores de risco como a idade avançada, Diabetes, hipertensão e tabagismo (Meijer et al., 2000). 

Relata-se que cada 1% de aumento na hemoglobina A1c é correspondente a um aumento de 26% 

de risco de desenvolver DAP (SELVIN et al., 2004). Pacientes com DAP podem recorrer ao 

tratamento com fármacos anti-trombóticos ou até mesmo a procedimentos cirúrgicos. No entanto, 

quando essas terapias não são eficazes ou não são indicados para tais pacientes, muitos desses são 

submetidos à amputação do membro afetado (NIELS, 2001; NORGREN et al., 2007). Desse 

modo, a necessidade de estudos inovadores que envolva a terapêutica da DAP é de grande valia. 

A angiogênese terapêutica é uma abordagem que vem sendo bastante explorada para o 

tratamento de doenças vasculares isquêmicas, com potencial para ser usada em pacientes que não 

têm condições de serem submetidos a procedimentos de revascularização. Com intuito de 

estimular o crescimento de novos vasos sanguíneos ou o remodelamento de arteríolas colaterais 

pré-existentes, a angiogênese terapêutica se baseia em estratégias sobretudo de administração de 

estimuladores de células endoteliais. Dentre estes, por exemplo, estão a terapia celular com 

células-tronco, cuja eficiência se sustenta pela diferenciação dessas células indiferenciadas em 

células endoteliais funcionais (vasculogênese) ou até mesmo por ação parácrina de moléculas por 

elas produzidas sobre células endoteliaispresentes na parede de vasos pré-existentes, estimulando 

o processo de  e a terapia farmacológica, pela administração local ou sistêmica de proteínas e 

fatores de crescimento estimuladores da neovascularização (BARANDON, 2004, LUYT, 2003). 
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 Tem sido observada a ação pró-angiogênica dos inibidores de ECA (iECA) em diversos 

modelos experimentais. Foi observado, por exemplo, que iECA melhoram a revascularização pós-

isquêmica em modelo de isquemia de membros posteriores, tanto em animais sadios quanto em 

animais diabéticos, sendo esses efeitos mediados, pelo menos em parte, via sinalização por 

receptor B2R de Bradicinina (BK), com consequente estimulação de VEGF e eNOS 

(EBRAHIMIAN, et al., 2005; FALLAHZADEH et al., 2011, SILVESTRE, 2011).  Além disso,  

foi demonstrado que  o uso de iECA aumentou a microcirculação após isquemia induzida por 

estenose da carótida (HILLER et al., 2010). Os iECA foram desenvolvidos baseado na estrutura 

dos Bj-PROs, peptídeos ricos em prolina isolados da serpente Bothrops jararaca na década de 

1970, com forte ação anti-hipertensiva, efeitos estes atribuídos à inibição de ECA e à 

potencialização de BK (FERREIRA et al., 1970; IANZER et al., 2004). Interessantemente, foi 

demonstrado que alguns dos Bj-PROs descobertos na década passada têm efeitos anti-

hipertensivos independentes da interação com ECA ou potenciação de BK, sugerindo outros 

possíveis mecanismos exercidos pelos Bj-PROs (IANZER et al., 2004; IANZER et al., 2007). 

Assim, devido aos potentes efeitos anti-hipertensivos observados dos Bj-PROs, a similaridade 

entre as suas estruturas moleculares com os iECAs, e ainda, seus possíveis mecanismos 

envolvidos com o sistema calicreína-cininas (IANZER et al., 2007, LAMEU et al. 2010),  o qual 

é conhecidamente modulador da angiogênese (STONE et al., 2009;DESPOSITO et al., 2015), 

resolvemos avaliar os efeitos dos Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c  no processo de 

revascularização do tecido isquêmico submetidos a OAF. 

No nosso trabalho, avaliamos primeiramente os efeitos dos Bj-PRO-5a no modelo de 

oclusão da artéria femoral que induz isquemia aguda do membro posterior de animais 

normoglicêmicos. O nosso primeiro passo foi avaliar o efeito do tratamento crônico durante 14 

dias com Bj-PRO-5a  sobre a recuperação do fluxo sanguíneo. De acordo com os nossos 

resultados, a recuperação do fluxo sanguíneo foi mais rápida nos animais tratados com os 

peptídeos Bj-PRO-5a em relação ao grupo controle tratado com PBS. Em especial, estudos 

recentes demonstraram que o Bj-PRO 5a promove vasodilatação, porém, não apenas por uma 

diminuição da formação de angiotensina II e/ou  aumento da concentração de BK, mas também 

pela produção de óxido nítrico (NO), uma molécula conhecidamente angiogênica (GUERREIRO 

et al., 2009).    

Após observarmos que realmente o Bj-PRO-5a foi efetivo na melhora da recuperação do fluxo 

sanguíneo após a OAF, partimos para avaliar os parâmetros angiogênico (densidade capilar, 

relação/miócito), arteriogênico e arteriogênicos. Nossos dados mostram que o tratamento crônico 

com Bj-PRO-5a aumenta a densidade de capilares e a relação capilar/miócito em músculos 

isquêmicos quando comparado aos animais controle. Além disso, observamos um aumento na 

densidade de arteríolas no músculo isquemiado no grupo tratado com Bj-PRO-5a, dado que 
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complementa a hipótese de melhora do fluxo sanguíneo pela arteriogênese de novo. 

Interessantemente, o tratamento com Bj-PRO-5a não teve efeito sobre a arteriogênese por 

remodelamento vascular, os dados referentes à área de luz, área de parede e área total vascular 

não foram alterados com o tratamento com Bj-PRO-5a quando comparado aos animais controle 

submetidos a OAF. A razão de remodelamento e relação parede/luz baseado nesses dados, reflete 

em um remodelamento eutrófico positivo, ou seja, não houve alteração na área total vascular, 

porém houve uma diminuição na relação parede/luz. A arteriogênese pode se dar tanto por 

aumento de arteríolas ou como por remodelamento vascular, ou seja, artérias colaterais podem 

aumentar o seu diâmetro pelo remodelamento de sua parede e lúmen, aumentando assim a 

capacidade de transportar sangue para regiões isquêmicas. Esse processo arteriogênico é 

estimulado pela a força de cisalhamento aumentada nos vasos colaterais à artéria principal 

ocluída, levando a um aumento na expressão de moléculas de adesão pelas células endoteliais, o 

que favorece a adesão de monócitos, que posteriormente, se acumulam em volta das artérias e 

secretam fatores de crescimento e citocinas (HEILMANN et al., 2002). É interessante ressaltar 

que esse processo é prejudicado em animais diabéticos (VAN GOLDE et al., 2008; TAMARAT 

et al., 2003).    

Também avaliamos os níveis de VEGF, um dos fatores de crescimento mais importante 

na estimulação do processo angiogênico (LAWALL et al.., 2010) em animais WT e B1RKO. 

Nossos achados demonstraram um aumento significativo nos níveis de VEGF no músculo adutor 

isquêmico dos animais WT tratados com Bj-PRO-5a, mas não nos animais B1RKO. O que sugere 

um envolvimento de VEGF nos efeitos estimulatórios do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a 

revascularização de membros isquêmicos. Além disso, podemos sugerir que os efeitos abolidos 

nos animais B1RKO evidencia uma dependência do receptor B1R nos efeitos de Bj-PRO-5a nos 

níveis de VEGF no músculo isquemiado. SILVESTRE et al. (2001) demonstraram a importância 

dos receptores de cininas B1R e B2R na angiogênese e liberação de VEGF, porém a natureza 

exata da interação entre B1R/B2R e VEGF permanece desconhecida (). Li et al. (2008) revelaram 

que os efeitos pró-angiogênicos induzidos pela administração de Imidapril (iECA) pós-isquemia, 

em partes, é via sinalização B1R/VEGF. De modo interessante, foi mostrado que o tratamento 

com agonista de B1R restaura os niveis de VEGF após a OAF em animais diabéticos. 

(DESPOSITO et al., 2015). Além disso, Mejia et al. (2015) evidenciaram que a estimulação de 

B1R em queratinócitos libera VEGF e IL-4.  

Há evidências crescentes de que o VEGF tem um papel significativo na hematopoiese e 

no recrutamento de monócitos e outras células derivadas da medula óssea que podem 

potencializar o processo de vasculogênico (HATTORI et al.., 2002, GERBER, 2002, LUTTUN, 

2002). A vasculogênese se refere ao processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir de 

CTAs, que podem originar pela diferenciação em células progenitoras endoteliais (EPCs) e 
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células-tronco hematopoiéticas, como também pelo auxilio nos processo de angiogênese e 

arteriogênese por efeito autócrino e parácrino, pela liberação de fatores de crescimento 

(ASAHARA et al., 2005. CPEs são melhor caracterizadas por sua função e pela combinação da 

expressão de moléculas de superfície celular específicas (tais como o c-Kit, CD31, Sca-1, fator 

de crescimento endotelial vascular receptor 2 VEGFR-2 e CXCR4), que caracterizam seu fenótipo 

(GALE,1999). LSK é a sigla designada para a linhagem de células Lin- c-Kit+ Sca-1+, ou seja, 

células negativas para marcadores de linhagem hematopoiética (Lin-) e positivas para ambos os 

marcadores de células-tronco hematopoiéticas e de CPEs, c-Kit e Sca-1. O marcador c-Kit é um 

receptor tirosina quinase bem conhecido na função em células-tronco, geralmente associado como 

marcador de células hematopoiéticas e CPEs derivadas da medula óssea. Esse marcador de 

superfície parece ser importante na motilidade e sobrevida de células-tronco (RAFII et al., 2002, 

BELTRAMI, 2003). Além disso, foi sugerido que, na isquemia de membros, células c-Kit+ 

derivadas da medula óssea são recrutadas para a vasculatura do tecido isquêmico (KWON, 2011).  

Outra subpopulação de células que são importantes para neovascularização do tecido 

isquêmico é a das células Sca-1+ derivadas da medula óssea. É bem descrito a importância dessas 

células Sca-1+ na regeneração vascular em resposta a um processo isquêmico, tal fato é explicado 

talvez pela diferenciação das células Sca-1+ derivadas da medula óssea em células de linhagem 

endotelial. Além disso, sugeriu-se a atuação importante de subpopulações de CPE`s com 

fenótipos c-Kit+ e Sca-1+ no processo angiogênico, de forma autócrina e parácrina, aumentando a 

secreção de citocinas pró-angiogênicas como VEGF e CXCL12/SDF-1 e elevando a capacidade 

proliferativa e de recrutamento no tecido isquêmico (ASAHARA et al.,1999). Outros marcadores 

também são associados à vasculogênese em tecidos isquêmicos como, por exemplo, VEGFR2, 

CXCR4 e a molécula de adesão CD31/PECAM (ASAHARA et al.,1999; GALE,1999). 

Perante isso, nos animais tratados com Bj-PRO-5a, investigamos a frequência de células-

tronco angiogênicas (CTAs) na médula óssea e a mobilização dessas células para o sangue. 

Nossos dados demonstram que o tratamento com Bj-PRO-5a estimulou a frequência na medula 

óssea e a mobilização de CTAs com o fenótipo LSK+ VEGR2+ para o sangue. Além disso, também 

mobilizou células Lin-Sca-1+VEGFR2+CXCR4+ para o sangue. Porém, o tratamento com Bj-

PRO-5a não alterou a frequencia de células LSK ou CD31+ tanto na medula óssea como no 

sangue. De modo interessante, os efeitos estimulatórios do tratamento com Bj-PRO-5a sobre as 

células com fenótipo LSK VEGR2+ e Lin-Sca-1+VEGFR2+CXCR4+ não foram observados em 

animais com deleção do receptor B1R de bradicinina (B1RKO), sugerindo que o mecanismo pró-

vasculogênico de Bj-PRO-5a é dependente do receptor B1R. Não é muito bem elucidado o papel 

do receptor B1R na estimulação de CTAs, entretanto, corroborando nossos achados, DESPOSITO 

et al. (2015) verificaram que a administração de agonista de B1R não altera os níveis de células 

LSK na medula óssea, porém, foi observado um aumento no número de células circulantes com 
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marcador VEGFR2+ em animais diabéticos submetidos a OAF, sugerindo que a ativação do 

receptor B1 é importante para a mobilização dessa população celular. 

O sistema renina-angiotensina e o sistema calicreína-cininas desempenham um papel 

chave na regulação da pressão arterial e da resposta vascular a lesão (SASAKI et al., 2002, WEIR, 

2007). Estudos recentes sugerem que angiogensina II e os iECAs estão envolvidos em processos 

de angiogênese e arteriogênese em modelo de isquemia de membros posteriores in vivo (LI et al., 

2008). Atualmente, é bem estabelecido que o sistema calicreína-cinina é considerado um 

modulador da homeostase cardiovascular, nocicepção e inflamação. No entanto, estudos 

farmacológicos e genéticos sugeriram também sua participação na reparação tecidual e 

angiogênese terapêutica. Peptídeos-cininas clivados por cininogênios interagem com receptores 

acoplados a proteína G (B1R e B2R), levando assim células endoteliais liberarem autacóides 

como NO e prostaglandinas, se tornando importante na resposta natural do hospedeiro permitindo 

recuperação do fluxo sanguíneo e saúde do tecido (MADEDDU et al., 1997, EMANUELI e 

MADEDDU 2001, REGOLI et al., 1980, AHLUWALIA, 1999). Além disso, Silvestre et al., 

2001 demonstrou em modelo de isquemia de membros, que os efeitos pró-angiogênicos de iECA 

é mediado por sinalização via B2R associado com uma up-regulação em eNOS, independente da 

expressão de VEGF. Em animais nocautes para o receptor B1R, foi observado uma reduzida 

angiogênese após a isquemia de membros (Emanueli et al., 2001). Curiosamente, em modelo de 

isquemia de membros, a resposta angiogênica nativa à isquemia foi atenuada pela infusão crônica 

de um antagonista do receptor B1R, mas não de um antagonista do receptor B2R, e isso poderia 

ser devido ao papel do receptor B1R na quimiotaxia de leucócitos para o tecido isquêmico bem 

como pela alteração da sinalização neurogênica (Pesquero et al., 2000). 

Deste modo, levando em conta que os Bj-PROs serviram de base para o desenvolvimento 

molecular de iECAs, investigamos se os mecanismos estimulatórios pró-angiogênicos de Bj-

PRO-5a poderia estar ligado ao sistema calicreína-cininas, assim avaliamos a recuperação do 

fluxo sanguíneo e quantificamos a densidade capilar e de arteríolas nos músculos isquêmicos. 

Para isso, usamos animais knockout para o receptor B1R e B2R de bradicinina e administramos 

o Bj-PRO-5a cronicamente durante 14d. Os dados demonstraram que o tratamento com Bj-PRO-

5a estimulou a revascularização de membros isquêmicos de animais B2RKO submetidos a OAF, 

melhorando a recuperação do fluxo, aumentando o número de capilares e arteríolas. Diante disto, 

pode-se sugerir que os efeitos pró-angiogênicos do Bj-PRO-5a são independentes da sinalização 

via receptor B2R de bradicinina, excluindo a hipótese do receptor B2R ser uma possível via pró-

angiogênica induzida por Bj-PRO-5a. Interessantemente, os efeitos estimulatórios pró-

angiogênicos e pró-arteriogênicos de Bj-PRO-5a foram abolidos em animais B1RKO, não tendo 

efeito sobre a recuperação do fluxo sanguíneo, sobre a densidade de capilares e arteríolas no 
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músculo isquemiado após a OAF. Esses dados sugerem que os efeitos angiogênicos e 

arteriogênicos de Bj-PRO-5a é dependente do receptor B1R.  

Nossos dados referentes a abolição dos efeitos pró-angiogênicos de Bj-PRO-5a na 

recuperação do fluxo sanguíneo e densidade de vasos, juntamente com os resultados referentes a 

abolição dos efeitos estimulatórios nos níveis de VEGF e na mobilização de CTAs para o sangue 

periférico em animais B1RKO, sugerem a dependência desse receptor B1R para os efeitos 

angiogênicos, arteriogênicos e vasculogênicos para indução de uma melhora na revascularização 

do tecido isquemiado após a OAF.  

A ação pró-angiogênica exercida por VEGF é mediada pela sinalização óxido nítrico-

monofosfato de guanosina cíclica (NO-cGMP), importante via que desencadeia uma ativação da 

proteína quinase ativadora de mitógenos (MAPK) e pela up-regulation de FGF-2 no endotélio, 

estimulando a migração e proliferação de células endoteliais em tecido isquêmico (MUROHARA 

et al., 1998). De fato, diversos trabalhos mostram o papel fundamental de NO como um mediador 

endotelial no remodelamento vascular e angiogênese (MORBIDELLI et al., 1996, FLEMING et 

al., 2003, BUSSOLATI et al.,2001, MUROHARA et al., 1998). Por exemplo, após a indução de 

isquemia em membros posteriores de camundongos é observado um aumento da expressão de 

RNAm eNOS no músculo isquêmico. Além disso, o tratamento com inibidor de NOS (L-NAME) 

diminuiu a perfusão sanguínea após a OAF em ratos. Esses efeitos implicam que, a baixa 

disponibilidade de NO induzido por L-NAME, diminui a ação de VEGF levando a uma piora na 

revascularização. (CONTRERAS et al.,2006; ZICHE et al., 1992). Foi demonstrado in vivo e in 

vitro, a importância de NO para migração e proliferação de células endoteliais (NOIRI et al.,1998; 

MUROHARA et al., 1998). Além disso, relata-se que a BK têm efeitos angiogênicos devido à 

ativação do receptor B1R, que induz um aumento de bFGF pela ativação endógena de NOS 

(PARENTI et al., 2001). Além disso, os efeitos pró-angiogênicos induzidos por iECA envolve a 

via de cininas B1/B2R e produção de NO (LI, et al., 2008). 

Considerando que o NO é uma molécula pró-angiogênica bem estabelecida, resolvemos 

avaliar se haveria um possível envolvimento ou participação de NO nos efeitos estimulatórios 

induzidos por Bj-PRO-5a. Para isso, animais WT foram tratados com Bj-PRO-5a e 

concomitantemente com L-NAME. O L-NAME é um inibidor não-seletivo de NOS (óxido nítrico 

sintase), sendo que a inibição dessa enzima leva a uma diminuição abrupta na produção de NO 

(PALMER, 1989). Interessantemente, nossos achados mostraram que o tratamento com Bj-PRO-

5a concomitantemente com L-NAME melhorou a recuperação do fluxo sanguíneo de forma 

tardia, sugerindo um papel importante de NO nas fases iniciais da recuperação do fluxo 

sanguíneo. Além disso, observamos um aumento na relação capilar/miócito e na densidade de 

capilares. Porém, não foi visto aumento na densidade de arteríolas. Estudos em modelo de 
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isquemia de membros posteriores, revelaram que o tratamento com L-NAME afeta a circulação 

em artérias colaterais, diminuindo o fluxo (PRIOR, et al., 2003). Em conjunto, esses resultados 

sugerem que os efeitos pró-angiogênicos de Bj-PRO-5a dependem parcialmente de NO, 

entretanto, os efeitos pró-arteriogênicos induzidos por Bj-PRO-5a parecem ser dependentes da 

produção de NO. 

Por fim, com intuito de investigar possíveis mecanismos estimulatórios de Bj-PRO-5a, 

avaliamos in vitro a migração e proliferação de células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVECs) em condições de normóxia e hipóxia. Nossos achados mostram o tratamento com Bj-

PRO-5a, a capacidade de migração foi maior nas células tratadas com Bj-PRO-5a quando 

comparada as células tratadas com veículo PBS em condições de normoxia e hipóxia. Além disso, 

quando investigamos o efeito de Bj-PRO-5a sobre a proliferação dessas células, verificamos que 

em condições de normoxia, mas não de hipóxia, houve um aumento na capacidade de proliferação 

das células tratadas com Bj-PRO-5a quando comparadas as células tratadas com veículo PBS. 

Assim, nossos dados sugerem que Bj-PRO-5a tem efeito por si só, na migração de células 

endoteliais, em condições de normoxia e hipóxia, independente da presença ou ausência de 

estímulos e fatores de crescimento (EGM-2, hipóxia). Entretanto, os efeitos estimulatórios de Bj-

PRO-5a na proliferação de células endoteliais foi observado apenas em condição de normoxia-

EBM, ou seja, um efeito direto sem a necessidade da presença de estímulos ou fatores de 

crescimento. Provavelmente o efeito não foi visto na presença de estímulos, pois a estimulação 

da hipóxia já aumenta consideravelmente a proliferação das células endoteliais. 

 Tomados nossos dados em conjunto, sugerimos que Bj-PRO-5a têm efeitos 

estimulatórios pró-angiogênicos que melhoram a recuperação do fluxo sanguíneo em animais 

submetidos a OAF. Esses efeitos parecem envolver a atividade do receptor B1R de cininas e a 

estimulação da produção de VEGF, que por sua vez, aumenta a mobilização de CTAs da médula 

ossea para o sangue periférico, como também estimula a migração e proliferação de células 

endoteliais maduras. Além disso, esses efeitos são dependentes parcialmente de NO e 

independentes do receptor B2R de bradicinina. 

Na segunda parte do trabalho, baseado nos resultados com Bj-PRO-5a obtidos nesse 

trabalho e nosso trabalho de mestrado onde observamos que os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-

10c têm efeito pró-angiogênico e promovem a revascularização de membros posteriores por 

aumento da angiogênese e da arteriogênese em camundongos sadios (normoglicêmicos) 

(PRADO, 2013), resolvemos avaliar se os Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c possuem efeito 

terapêutico em modelo pré-clínico de DAP associada ao Diabetes.  

De maneira interessante, nossos resultados demonstraram uma melhora na recuperação 

do fluxo sanguíneo e aumento significativo na angiogênese dos membros posteriores isquemiados 

de animais diabéticos tratados com ambos os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, mas não com 
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Bj-PRO-5a. Um grande número de estudos mostraram que a angiogênese e arteriogênese do 

membro isquêmico sob condições diabéticas é defeituosa, o que pode ser uma importante razão 

pela qual a consequência de oclusão de vasos sanguíneos em pacientes com diabetes é mais grave 

do que a de pacientes não-diabéticos. A patogênese do diabetes sobre a angiogênese prejudicada 

ainda não está bem clara, sendo que a hipóxia crônica é um fator resultante importante em 

pacientes diabéticos com DAP (CHUNG et al., 2006, PUGH e RATCLIFFE, 2003). 

Quando avaliamos o tratamento com os peptídeos Bj-PRO-7a e 10c sobre a arteriogênese, 

observamos efeitos distintos. O tratamento com Bj-PRO-10c aumentou o número de arteríolas no 

músculo adutor isquemiado em animais diabéticos após a OAF, mas não no remodelamento 

vascular (remodelamento eutrófico positivo). Ao contrário do que o tratamento com Bj-PRO-7a, 

que não obteve efeito sobre o número de arteríolas, mas teve efeito sobre o remodelamento 

vascular, que se observou com um aumento na área de luz, área de parede e na área vascular total 

de arteríolas (remodelamento hipertrófico positivo). Estudos revelaram que o processo 

arteriogênico é deficiente no DM em condições de isquemia, devido a baixa capacidade de 

remodelamento vascular induzido pelo aumento da força de cisalhamento em artérias colaterais, 

possivelmente pela diminuição da biodisponibilidade de NO em condições de hiperglicemia 

(TAMARAT et al., 2003; ABACI et al., 1999). Em critério comparativo, quando avaliamos os 

efeitos dos Bj-PRO-7a e 10c sobre a arteriogênese em animais sadios, observamos que o Bj-PRO-

7a aumentou o número de arteríolas, como também a área de luz e área de parede, enquanto o Bj-

PRO-10c aumentou também o número de arteríolas e área de parede, mas não aumentou área de 

luz e área total (PRADO, 2013). 

Em doenças metabólicas, como DM, tanto em modelos animais quanto em humanos, é 

bem estabelecido a consequência prejudicada da função de CTAs na medula óssea 

(WESTERWEEL et al., 2013; DESOUZA, 2013). Foi demonstrado que a capacidade de 

mobilização de células Lin−cKit+Sca1+ (LSK) e EPCs em animais diabéticos é dificultada 

(ALBIERO et al., 2013; CERADINI et al., 2004). Ratos com DM-1 induzidos por STZ, 

mostraram uma capacidade defeituosa de fosforilação de eNOS na medula óssea, diminuindo 

EPCs circulantes e ainda diminuindo a expressão de CXCR4/CXCL12 em feridas cutâneas, 

levando a um desequilíbrio no recrutamento de EPCs (GALLAGHER et al., 2007). DM-1 

também promove concentrações reduzidas de CXCL12 no miocárdio e resultante diminuição no 

recrutamento de EPCs (SHIGETA et al., 2012). Além disso, baixos níveis de calicreína tissular 

humana em CTAs é observado em pacientes diabéticos. De forma interessante, a expressão do 

receptor B2R em CTAs de humanos diabéticos é fundamental para a capacidade de mobilização 

dessas células para o sangue periférico (SPINETTI et al., 2011).  
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Dessa forma, resolvemos avaliar possíveis mecanismos de ação pró-angiogênico que 

explicasse tais fenômenos envolvidos na melhora da recuperação do fluxo sanguíneo, e indução 

de angiogênese e arteriogênese nos animais tratados com Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c investigamos 

a frequência de células-tronco angiogênicas (CTAs) na médula óssea e a mobilização dessas 

células para o sangue. Nossos dados mostram que o Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c aumentou a 

frequência de células LSK (Lin-Sca-1+ckit+) na medula óssea, mas não no sangue de animais 

diabéticos. Em relação a subpopulação LSK-VEGFR2+, os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c 

aumentaram a frequência dessas células na medula óssea, mas apenas o Bj-PRO-7a  teve efeito 

na mobilização dessas células para o sangue. Além disso, apenas Bj-PRO-7a, mas não Bj-PRO-

10c, aumentou a frequência de células com fenótipo Lin-Sca-1+VEGFR2+CXCR4+ na medula 

óssea; Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c  não alteraram a frequência de células CD31+  na medula óssea 

ou no sangue de animais diabéticos. 

Interessantemente, dados do nosso trabalho de mestrado evidenciam que apenas o 

peptídeo Bj-PRO-10c, mas não o Bj-PRO-7a, estimula a mobilização de CTAs da medula óssea 

para o sangue periférico após a OAF em camundongos sadios submetidos a OAF 

(normoglicêmicos) (PRADO, 2013), ao contrário do visto em animais diabéticos. No presente 

estudo, sugerimos que em condições de hiperglicemia e consequente angiopatia diabética, o 

peptídeo Bj-PRO-7a tem efeito importante sobre a mobilização de CTAs na medula óssea para o 

sangue. Enquanto isso, o Bj-PRO-10c teve efeito nas CTAs derivadas da medula óssea, mas não 

teve efeito sobre a mobilização dessas células para o sangue. Aparentemente, Bj-PRO-10c não 

tem efeito perante a prejudicada capacidade de recrutamento dessas células em condições de 

hiperglicemia.  

Em condições de hiperglicemia, redução na expressão de VEGF causa uma piora na 

angiogênese e disfunção endotelial (MARUYAMA et al., 2007). Além disso, estudos mostraram 

a deficiência da biodisponibilidade de NO pela dimunuição da expressão de eNOS, e uma menor 

capacidade de migração de CTAs induzidas por VEGF, em modelo de DM-1 induzido por 

estreptozotocina após a OAF (YAN et al., 2009). Sobretudo, quando avaliamos os níveis de 

VEGF nos músculos isquemiados de animais diabéticos submetidos a OAF, observamos que 

ambos os peptídeos Bj-PRO-7a e 10c não tem efeito sobre a produção de VEGF, ao contrário 

visto pelo menos com Bj-PRO-10c, que em animais normoglicêmicos submetidos a OAF, 

aumenta a produção de VEGF em músculos isquemiados (PRADO, 2013). Assim, os dados 

sugerem que o VEGF não está entre os possíveis mecanismos envolvidos nos efeitos na melhora 

da revascularização e angiogênese em animais diabéticos induzidos pelos Bj-PRO-7a e 10c. 

Por fim, com intuito ainda de investigar possíveis mecanismos pelos quais ambos Bj-

PRO-7a e 10c induzem melhora na revascularização e angiogênese em animais diabéticos 

submetidos a OAF, avaliamos os efeitos desses peptídeos sobre a intolerância à glicose induzida 

pelo DM1, como também a glicemia plasmática nesses animais. No teste de tolerância à glicose, 
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nossos resultados mostraram que não houve diferença entre os grupos tratados com Bj-PROs ou 

PBS. Curiosamente, quando avaliamos a glicemia (em jejum) 24h após o último tratamento com 

Bj-PROs, observamos que o tratamento com Bj-PRO-7a, mas não Bj-PRO-10c, diminui 

significativamente os níveis de glicose plasmática. Levando-se em conta que, no modelo de 

Diabetes induzidos por STZ, a tendência da hiperglicemia é aumentar ao longo dos dias, como 

pôde ser observado no grupo controle tratado com PBS e Bj-PRO-10c, mas não naquele tratado 

com Bj-PRO-7a, nossos dados sugerem que o tratamento com Bj-PRO-7a, embora não altere a 

intolerância à glicose dos animais com DM1, tem ação hipoglicemiante nesse modelo. De fato, 

observamos que os animais tratados com Bj-PRO-7a apresentam melhor controle da glicemia, 

embora ainda apresentem-se diabéticos, quando comparados com os animais diabéticos do grupo 

controle que recebeu apenas a solução veículo.  

Resultados similares são encontrados em estudos que avaliaram a administração de 

insulina ou análogos de insulina sobre a glicemia de individuos diabéticos.  Os achados desses 

trabalhos demonstram claramente que o tratamento com insulina ou seus análogos, reflete em 

uma diminuição da glicemia sanguínea, de forma temporária, sem acarretar em cura definitiva da 

doença (HAVELUND et al., 2004; RIDDLE et al., 2003; DECKERT et al., 1980). Além disso, 

trabalhos que avaliaram o efeito do tratamento com insulina em animais diabéticos induzidos por 

estreptozotocina submetidos a isquemia de membros, demonstraram que o tratamento com a 

insulina melhorou o restabelecimento do fluxo sanguíneo, através da estimulação da mobilização 

de EPCs da medula óssea para o sangue, como também contribuiu para a neovascularização 

através da via VEGF/eNOS (DONG et al., 2011; FADINI et al., 2006).  

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c 

estimulam a revascularização de membros posteriores isquemiados em camundongos com DM-1 

induzida por STZ, via estimulação da angiogênese e da arteriogênese. Em particular, o Bj-PRO-

7a também estimulou a mobilização de CTAs para o sangue. Além disso, o peptídeo Bj-PRO-7a, 

mas não o Bj-PRO-10c, parece ter efeito hipoglicemiante no modelo experimental estudado. 
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7- SUMÁRIO 

Os dados apresentados nesse trabalho sugerem que: 

• O tratamento sistêmico diário com o peptídeo Bj-PRO-5a estimula a revascularização de 

membros posteriores isquemiados em camundongos normoglicêmicos, mas não em 

animais hiperglicêmicos, via estimulação da angiogênese e arteriogênese, como também 

via estimulação da mobilização de CTAs para o sangue; 

 

• Os efeitos estimulatórios do peptídeo Bj-PRO-5a sobre a revascularização dos membros 

isquemiados parecem ser dependentes da ativação do receptor B1R, mas não o receptor 

B2R de Bradicinina, e parcialmente dependentes da produção de NO; 

 

• Ambos os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c estimulam a revascularização de membros 

posteriores isquemiados em camundongos com DM-1 induzida por STZ, via estimulação 

da angiogênese e da arteriogênese e, em particular o Bj-PRO-7a, também pela 

mobilização de CTAs para o sangue; 

 

• Os efeitos pró-angiogênicos do Bj-PRO-7a, mas não do Bj-PRO-10c, parecem estar 

relacionados a uma atividade hipoglicemiante daquele peptídeo. 

 

 

Tabela 6  

Representação da avaliação dos efeitos do tratamento com Bj-PROs em animais normoglicêmicos e 

hiperglicêmicos submetidos a OAF. 
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8- CONCLUSÃO 

Conclusão geral:  

Nossos dados sugerem que o Bj-PRO-5a estimula a recuperação de membros posteriores 

isquêmicos de camundongos normoglicêmicos, mas não daqueles com DM1. Esses efeitos 

parecem envolver a atividade do receptor B1R de cininas e são parcialmente dependentes da 

liberação de óxido nítrico, mas são independentes da atividade do receptor B2R. Além disso, os 

peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c são capazes de estimular a revascularização de membros 

posteriores isquêmicos em camundongos com DM1. 
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