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RESUMO

A angiogénese participa de inUmeros processos fisioldgicos e patoldgicos. Varios modelos experimentais sdo encontrados
na literatura mostrando a importancia de seu estudo. Estabelecemos um modelo de angiogénese utilizando duas membranas
biolégicas —pericardio e membrana amniética eqliinas conservadas em glicerina, implantadas em microbolsa em cérnea de
63 ratos. Implantou-se pericardio na cérnea direita @ membrana amnidtica na cérnea esquerda, de tal forma que pudemos
analisar os resultados em um mesmo animal. As corneas dos animais foram submetidos a analise histolégica aos 1, 3, 7,
15, 30 e 60 dias de pos-operatério. A angiogénese induzida pelo pericardio xenologo foi mais intensa e mais duradoura que
a membrana amniética xendloga. Concluimos que ambas as membranas biolégicas induziram angiogénese corneana apos
terem sido implantadas no interior do estroma em ratos, podendo ser utilizadas como modelo de angiogénese.

PALAVRAS-CHAVE : Angiogénese. Cérnea. Membranas Bioldgicas. Modelo experimental. Rato.

INTRODUCAO devido a participacdo de capilares no crescimento das
neoplasias, pois a proliferacao e a sobrevivéncia das células
termo angiogénese foi utilizado pela primeira vermeoplasicas dependem de suprimento adequado, de fatores
m 1935, por HERTIG, ao descrever a formagéo die crescimento e remocao de moléculas toXicas
novos vasos sangiineos na placenta. Atualmente,  Além da oncologia, outras areas onde o estudo da
conceitua-se angiogénese ou neovascularizagdoaomgiogénese tem se mostrado importante sdo no
crescimento de novos capilares a partir de capilares e vénulasenvolvimento da placa de ateroma e em varias doencas
pré-existentes gue sao dependentes ou onde as células endoteliais tem
Ela participa de inmeros processos biolégicos, comona participacdo importante como na psoriase, na retinopatia
cicatrizagdo de ferida, circulacdo colateral, crescimentbabética, na degeneracéo mactara artrite reumatoide,
tumoral, desenvolvimento embriona¥ie reparacao nafibroplasia retro-lentiniana, angiofibroma, hemangioma e
endometrigil glaucoma vascul& além de processos fisioldgicos como
O equilibrio entre os fatores angiogénicos e antévulagdo, crescimento endometrial ciclico e de foliculos
angiogénicos é o responsavel pela regulacdo g@dosos, morfogénese, inflamacéo cronica e algumas reacdes
angiogénese. Quando ha estimulo angiogénico, as célutasnes.
endoteliais alteram sua morfologia, provocam vasodilatagdo, O contrario também pode ocorrer, ou seja, doencas
degradam a membrana basal, proliferam e migram, formarngiee sédo decorrentes de um crescimento capilar lento ou
capilare$® insuficiente, como na cicatrizagdo lenta de feridas, na nao
Estudos sobre angiogénese ganharam importanciansolidacéo de fraturas e em algumas mal formacdes
apo6s 1946, quando observaram uma area hiperémica ao redmgénitas, que pode ser exemplificada pela microssomia
do implante de tecido tumoral de ratos no subcutandeemifacial que é caracterizada por falha na vascularizacao
enquanto que o implante de tecido adulto rigido ndo induziggional, durante o crescimento fé&al
hiperemia local. Varios trabalhos foram feitos na tentativa A multiplicidade de modelos encontrados na literatura
de se confirmar a hipbétese de que os tumores seriamostra a importancia que teve e continua tendo o estudo da
angiogénico-dependentés angiogénese. O modelo ideal para este estudo teria como
A angiogénese tem importante papel na oncolog@aracteristicas, proteger ao maximo as células endoteliais de
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influéncias externas, permitir quantificacéo repetitiva durante A presenca de vasos em uma cérnea cicatrizada
tempo prolongado, permitir a caracterizagéo fisioldgica désrna-se muito mais reativa em decorréncia de um inevitavel
vasos estudados, ser simples e ndo disperdioso crescimento de vasos linfaticos que acompanham a
E de primordial importancia que os ensdipgvoe neovascularizagéo, potencializando, em muito, a rejeicdo de
in vitro sejam altamente sensiveis e especificos para queesaertos, perdendo sua vantagem imunoléyica
pesquise a neovascularizagdo empregando substancias O estudo da angiogénese na cornea é de grande valia,
angiogénicas e anti-angiogénicas. pois além de algumas oftalmopatias provocarem
A cornea é considerada como um bom sitio parareovascularizagcao corneana, resultando em diminui¢do da
estudo da angiogénese devido a sua visibilidade, smuidade visual ou mesmo cegueira, a cérnea é um tecido
acessivel e avascular, contribuindo para a mensuragiiwle a angiogénese pode ser quantifiéeda
biomicroscopica da resposta neovasétital® Além disso, Com o intuito de contribuir para a compreenséo da
a cornea, por ter sua estrutura muito bem definidagoformacao vascular, objetivamos estabelecer um modelo
proporciona, com facilidade, identificac@o histologica dde angiogénese utilizando duas membranas bioldgicas —
novos vasos sangilineos, células inflamatorias, novpericardio e membrana amnidtica equina - preservadas em
fibroblastos e novo colagetio glicerina implantadas em microbolsa na cérnea de ratos.
Embora a cérnea tem sido utilizada como modelo de
pesquisa sobre angiogénese por mais de 100 anos, a causa MATERIAL E METODO
exata da angiogénese corneana ainda nao esta totalmente
esclarecida Utilizou-se 63 ratos albinos da linhagem Wistar,
Varios foram os modelos utilizados para o estudo démeas, adultas, com peso de 170 a 220 g, higidas, sem
angiogénese utilizando a cornea de coelhos e dentre eaalquer lesdo corneana.
podemos citar: injecdo intraestromal de substafidiaigiria Os animais foram anestesiados com injecao
térmica ou quimicd implantacéo de tumores intraestromaigntraperitoneal de cloridrato de quetamina (30mg/kg) e
e mais recentemente, a criagdo de microbolsas conterttridrato de xilazina (6mg/kg) associados na mesma seringa.
endotoxina derivada déscherichia coli ou implantagéo Utilizou-se dois tipos de membranas biolégicas:
intraestromal depellets contendo fator de crescimentopericardio e membrana amnidtica de equino conservadas em
fibroblastico basico (bFGF) e sucralfato. Em cérnea de ratggicerina a 98%.
trabalhos foram feitos com implantacdo intraestromal de Antes da implantacdo destas membranas,
células tumorais e inje¢do de interleucina-2, na tentativa pcedemos sua hidratagéo, submergindo-as em solugéo de
se induzir o crescimento de vasos sanglineos tanto pebdsreto de Sodio 0,9% por 15 minutos.
fatores angiogénicos secretados pelas células tumorais, Estando o animal em decubito lateral e com auxilio de
como pela inflamagédo e mediadores imunoldgites microscépio cirdrgico, fragmentos de 1mm x 1mm foram
cauterizac@o quimica com associacéo de nitrato de praiateoduzidos no interior do estroma da cornea. Confeccionou-
nitrato de potassio na propor¢ao®3:1 se microbolsa préxima ao limbo (1,0 mm) onde introduziu-se
A microbolsa corneana foi desenvolvida popericardio na cornea direita @ membrana amnidtica na cornea
GIMBRONE et al'®* em coelhos, consistindo na confec¢d@squerda, de tal forma que pudemos analisar os resultados
de uma microcavidade entre as camadas de colagenocedaum mesmo animal.
coérnea, onde se pode colocar substancias, implanfﬁé"se Histoléaica
neoplasicos e outros tecidos com o objetivo de se testar sua 9
acao angiogénica. Cinquenta e quatro ratos submetidos ao implante de
Em 1981, FOURNIER et. & utilizaram o rato como membranas bioldgicas na cérnea foram sacrificados aos 1, 3,
modelo experimental de angiogénese, confeccionandp15, 30, 60 dias de pos-operatdrio (nove por periodo) e
microbolsa corneana e implantando pellets umidecidos carave ratos do grupo controle, submetidos apenas a
extrato de tumor Walker 256. ceratotomia e formagé&o da microbolsa, que foram sacrificados
Uma grande variedade de desordens cornearass 1, 3 e 7 dias de pos-operatério (3 por periodo).
culminam em uma resposta angiogénica, provocando  Os globos oculares foram enucleados e fixados em
formacdo de novos vasos sangliineos que se estendemmol tamponado a 10% por 24 horas.
centripetamente na cérriga Posteriormente as corneas foram removidas,
Os efeitos benéficos da invasdo vascular sdweservando a regido corneo-escleral e seccionadas em
evidentes quando a cérnea injuriada cicatriza. O fatquatro partes, sendo que as partes que continham o implante
indesejavel da vascularizagao é visto quando resulta em ubhamicrobolsa foram desidratadas em solugbes alcodlicas
perda da transparéncia corneana, principalmente na &leaconcentracdes crescentes, incluidas em parafina e
pupilar, podendo haver deposi¢do de lipidfeos cortadas em micrdtomo (5pum de espessura). A seguir, estes
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fragmentos foram corados pela hematoxilina-eosinaa® limbo e ndo proxima ao enxerto. Esta neoformacao vascular
analisados em microscopia de luz. foi mais intensa nos animais que receberam o implante de
Durante a andlise histoldgica, avaliou-se a presengaricardio. Em todos os animais observou-se pouca
de células inflamatérias polimorfo e mononuclearegqroliferacdo de fibroblasto. Notou-se a diminuicdo dos
fibrocitos, fibroblastos, neovascularizacdo, colageinizaggwolimorfonucleares sugerindo o desaparecimento da fase
do tecido implantado e regeneracéo epitelial. Para quantifieaguda.
a neovascularizacao periférica (préxima ao limbo) e central A neoformacgéo vascular proxima ao enxerto foi
(préxima ao implante) de ambas as membranas implantadasectada aos 7 dias do implante, juntamente com a
e periférica no grupo controle, empregou-se critério subjetiyoliferacao fibroblastica, iniciando o processo de formacao
quali-quantitativo: (nihil) auséncia, (+) leve, (++) moderadaje tecido de granulacdo préximo a regido implantada. A
(+++) intenso e (++++) acentuado. Fig. 1 e 2. neovascularizagdo mostrou-se mais intensa na maioria dos
animais que receberam o pericardio como implante. Por todo
o estroma visualizou-se a proliferagéo fibroblastica e

Os exames histolgicos foram realizados nas Cémggovasculanzagao. Ja se observava a regeneracéo epitelial

dos animais que receberam os implantes de pericardio &g@ hiperplasia do mesmo. Havia a presenca de células

membrana amniotica nos tempos de 1, 3, 7, 15, 30 e 60 diggo‘g;::t:calgares e polimorfonucleares adjacentes ao tecido

nos animais controle, ou seja, que foram submetidos apeHHE Os 15 dias f terizad daf
a execucdo da microbolsa nos tempos de 1, 3 e 7 dias. Aten(iéo S as foram caracterizados como auge da tase

especial foi dada & neovascularizacao periférica (proxima %_r?]z_osvaszurlggzsg;%pggxégz t"." cr)esg('jzo.r'nmg ?{: adg;érr::)sé
limbo) e central (préxima ao implante) em ambos osimplant@é?' IS quE recene . IS UIpos de Imp P .
gvascularlzagao induzida pelo pericardio mostrou-se mais

gue foram descritas em todos os tempos pré—estabeleciHS

e para quantifica-las, empregou-se critério subjetivo qua'l'l"—tensa quando comparada com a membrana amniotica.
quantitativo Encontrou-se, em todo o estroma, células mononucleares.

Apo6s 1 dia do implante, notou-se um quadro reacion\é?riﬁcou_se em apenas um e_mimal implante}do, uma pequena
similar entre as duas membranas, caracterizado por dilata A de F:alcmcac;ao distrofica. Neste periodo observou-se
venular intensa na regido proxima ao limbo com migracéo 8 fibrocitos. . - .
polimorfonucleares através do estroma, podendo chegar até. A neovascu}lanza(;ao persistiu ao 30 dias em_arpbps
o implante, caracterizando a fase aguda do proces Qimplantes, porém de forma mais intensa no pericardio.
inflamatério. Observou-se a dissociacao das fibras controu-se ainda, algumas celulas mononucleares £
colageno e a alteracdo da forma do nucleo das célu OC_'tOS em ambos os grupos. Obsgrvou-s_e aregeneracao
epiteliais de arredondado para alongado, devido ao edefipitelial € a presenca de algumas células gigantes.

ai instalado. N&o foi detectado presenca de neovasos a}% 8 a sﬁgioesoar?:;sobseerr(;/:eub-esr?arr?oprgrsfénrg% g(fmpgulc:;ie
presente momento em ambos os implantes. v Imais qu pen . Imp

Aos 3 dias do implante detectou-se um adelgagamer?tgusgtma ?EOS ar;|ma|s que recgb:aratm 0 |mplante~dei_membrana
total do epitélio, além de um deslizamento sobre a marg niotica. Em alguns casos detectou-se reacdo ipo corpo

do implante. Observou-se a neoformacao vascular préxirﬁ%ltranho’ com formacdo de células gigantes. Fig. 3.

RESULTADOS

lordene H iy
o s mirt e
L orwlrwd

I e
e sarckemane

Fr vl

L B ek m——. - B ek e ok vl
B Frriaandia B P
i
i

Figura 1 Figura 2
Intensidade de neovascularizaggo periférica induzida pela membrastansidade de neovascularizagdo central induzida pela membrana
amniotica e pericardio, visibilizadas & microscopia 6ptica aos 1,gnniética e pericardio, visibilizadas & microscopia 6ptica aos 1, 3,
7,15, 30 e 60 dias de pds-operatorio. (nihil) ausente; (+) leve, (+#)15, 30 e 60 dias de pds-operatdrio. (nihil) ausente; (+) leve, (++)
moderada, (+++) intensa; (++++) acentuada. moderada, (+++) intensa; (++++) acentuada.
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Figura 3
Imagem fotomicrografica de cérnea de ratos aos 60 dias do implante: A) implante de pericardio, mostrando a presenca de vasos
noformados periféricos remanescentes. HE 160x; B) implante de membrana amniética, mostrando o tecido implantado colageinizado e
com raros fibrécitos. HE 40x.

Figura 4
Fotomicrografia de globos oculares de rato mosntrando neovascularizacéo corneana: A) implante de pericardio aos
7 dias; B) implante de membrana aminiética aos 7 dias; C) implante de pericardio aos 15 dias; D) implante de
membrana amniética aos 15 dias.
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Nos animais do grupo controle, apds 24 horas, Um dia ap6s o implante, notou-se dilatacdo venular
observou-se a presenca de poucos polimorfonucleaietensa proxima ao limbo e aos 3 dias observou-se vasos
distribuidos ao longo do estroma, desde a regido subepitefiabformados proximo ao limbo e ndo préximo ao enxerto. A
até o endotélio com discreto edema. Aos 3 dias notou+seovascularizagdo préxima ao enxerto foi detectada aos 7
auséncia de células inflamatdrias e neoformacéo vasculatias do implante e atingiu o grau maximo aos 15 dias, para
apos 7 dias, o epitélio encontrou-se regenerado com ausédepois iniciar sua fase de regressdao. Em todos os tempos
de granulacéo. pré-estabelecidos, o pericardio foi responsavel por induzir

~ neovascularizagdo com maior intensidade. Fig. 4.
DISCUSSAO SUNDERKOTTER et al®, PEREIRA® e PETRY*
_ i 3 . observaram neovascularizacéo profunda apés cauterizacao

Avascularidade da cornea € mantida por um balanggeana com nitrato de prata em ratos a partir das primeiras
entre fatores angiogénicos e nao angiogénicos. 24 horas e aos 3 dias j& se observaram inimeros brotos

Indmeras  situacdes podem resultar emygcylares provenientes do plexo corneano. Aos 7 dias de
neovascularizagao corneana como doencas imunomediadagycao, obtiveram maior densidade vascular. Aos 15 e 30
infecciosas, téxicas, traumaticas e nut_nuo‘héjs ~_ dias, progressivamente, os vasos neoformados

Este estudo comparou a capacidade angiogénicaggesentavam-se menores quanto ao ndmero e ao%alibre
2 membranas bioldgicas (pericardio e membrana amniotiGggNEL | et al que mantiveram os ratos até 10 dias apés a

apos terem sido implantadas na cornea de ratos. cauterizac&o quimina e o transplante corneano, observaram

A cornea € considerada como um bom modelo Pa@mento progressivo da neovascularicio corneana.
estudo da angiogénese, por ser transparente e avascular, jz em camundongos, MUTHUKKARUPPAN e

podendo ser examinada macro e microscopicafigptds A ERBACH?2 observaram que no 2° dia havia uma

0s vasos neoformados originam-se do limbo corneoescletglyeminente vasodilatagio na regido limbar, imediatamente

permitindo uma mensuracdo contittua _adjacente ao implante de tecido tumoral e a neovascularizagéo
~ Varios tecidos, neoplasicos ou néo, com célulag, intensa no 4° dia, aumentando gradativamente até o 10°
ativadas epellets contendo medicamentos ou fatores dg;, para depois iniciar o processo de regressao
crescimento, podem ser introduzidos no interior da FOUNIER et al* concluiram que a neovascularizacdo
microbolsa corneana para avaliar suas atividadeg, ensajos utilizando implantesigletsem microbolsa na

angiog;anicas em diferentes animais de Iaborsatorio CO"BBrnea de ratos iniciava a regressao no 16° dia. Fato similar
coelhd®, porquinho da Indfé camundongbe ratc*. Neste ¢4 nor nés encontrado, em nosso trabalho apés a

trabalho utilizamos 2 membranas biolégicas (pe”Cérdioiﬁ]plantagao das membranas biolégicas.

membrana amniéti_ca) que provocaram neO\{ascuIariza(;éo No grupo controle, a reacéo inflamatéria induzida pela

corneana de maneira consistente e reprodutivel. —  confeccso da microbolsa, foi muito discreta e passageira,
A associacdo anestesica (ketamina e xilazina) §8m presenca de neovascularizagdo e células tipo PMN

adequou perfeitamente a metodologia do trabalfipsectadas até aos 3 dias. Aos 7 dias, o epitélio encontra-se

apresentando seguranca, praticidade, baixo custo e durged@unerado, com auséncia de tecido de granulacdo, como

adequados. _ foi visto nos animais que receberam membranas bioldgicas
O rato, como modelo experimental, mostrou vantagens, interior do estroma corneano

por ser econdmico e de facil manipulacgéo, enq_uanto_que O Aangiogénese esta presente em in(imeros processos
camundongo requer um consumo de tempo muito Maior g 6gicos ou patolégicos e o seu entendimento acrescido

aulaneied : 4 :
microcirurgia® do seu controle resultaria na obtenc&o de tratamento efetivo

_ Instituiu-se a conservacdo das membranas biologicaga doencas tais como neoplasias, doencas angiogénicas
(pericardio e membrana amniética) em solucéo de glicering ?ejeigéo de 6rgéos ou tecidos transplantados.
98%, por se caracterizar em um meio de conservacao simples,

eficiente e de baixo custo. O pioneiro a utilizar este método CONCLUSOES
foi PIGOSSF na conservacdo da dura-méater e na
oftalmologia veterinaria foi empregado por BARROS’et a Com base nos resultados obtidos da analise

GARCIA etal’” BARROS etat LAUS etal”; ANDRADE',  piolagica das comeas que receberam implante de pericardio

por razGes similares. e membrana amniética pudemos concluir que:

A microbolsa corneana, desenvolvida por 1. ambas as membranas biolégicas induziram
GIMBRONE JUNIOR et at* em coelhos paratestaraaga%ngiogénese corneana apés terem sido implantadas no

angiogénica de tecido introduzido no estroma corneano, fRierior do estroma em ratos, podendo ser usadas como
por nos utilizada neste estudo, porém em ratos, o queiddelo de angiogénese

havia sido feito por FOURNIEBt al** 2. a angiogénese induzida pelo pericérdio xenélogo
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foi mais intensa que a membrana amniética xend6loga, quando 4. nas cérneas implantadas, tanto o pericardio quanto
comparado histopatologicamente a membrana amnidtica xendélogas, a neovascularizacdo

3. a angiogénese induzida pelo pericardio xendlogmrneana atingiu seu grau maximo aos 15 dias de pos-
foi mais duradoura que a membrana amnidtica xenologaeratdrio, para entao iniciar seu processo de regressdo, sendo
quando comparado histopatologicamente. mais intensa na presenca da membrana amnidtica.

SUMMARY

Angiogenesis has been known to participate in several physiological and pathological processes. Experimental models
have been utilized to demonstrate its importance. The aim of this study was to establish an angiogenesis model using two
biological membranes (pericardium and amniotic membrane) preserved in glycerin. The membranes were implanted in a
micropocket in the cornea of 63 rats. The pericardium was implanted into the right cornea and the amniotic into the left
cornea of the same animal. The rats were sacrificed at 1, 3, 7, 15, 30 and 60 days after the surgical procedure and the
specimens underwent histology examination. Although the pericardium was more effective to induce angiogenesis and
for a long period of time when compared to the amniotic membrane, both membranes can be used as an angiogenesis
model.

KEY-WORDS: Angiogenesis. Cornea. Biological membranes. Experimental model. Rat
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