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Resumo

Contexto: A angiogénese terapéutica ¢ uma modalidade de
tratamento para pacientes com insuficiéncia arterial cronica que nao
tém indicagao para revascularizagio direta ou angioplastia e que nao
tiveram uma resposta satisfatoria ao tratamento clinico. Entre as
drogas utilizadas para essa finalidade esta a prostaglandina E1 (PGE,).

Objetivo: Estudar os aspectos morfologicos na génese de capilares
sanguineos em musculo esquelético do membro caudal de ratos
submetidos a isquemia sob a acdo da PGE,, administrada por via
intramuscular (IM) ou endovenosa (EV).

Métodos: Foram utilizados 48 ratos, linhagem Wistar-UEM,
distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 16, redistribuidos
igualmente em dois subgrupos, observados no 7° e 14° dias, sendo um
grupo controle onde apenas foi provocada a isquemia no membro,
outro com a isquemia e a injegdo da PGE, via IM e outro com a
isquemia e a inje¢ao da PGE, EV. Para analise dos resultados, foram
realizadas a coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e coloragao
imuno-histoquimica.

Resultados: Constatou-se um aumento estatisticamente
significativo no numero de capilares nos subgrupos com o uso da PGE,
IM e EV, através da contagem nos cortes corados com HE. A
imunomarcagdo nao foi eficiente para a quantificagao dos capilares.

Conclusdes: A PGE,, administrada por via IM ou EV, promoveu,
apos 14 dias de observagdo, um aumento no numero de capilares no
musculo esquelético de ratos submetido a isquemia, identificaveis
histologicamente com a coloragao em HE. A imunocoloragdo nao
permitiu estabelecer uma correlagdio com o aumento de vasos
encontrados na coloragdo com HE.
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Abstract

Background: Therapeutic angiogenesis is a treatment modality for
patients with chronic arterial insufficiency who do not have indication
for direct reconstruction or angioplasty and who were not successfully
submitted to clinical treatment. Prostaglandin E1 (PGE),) is one of
the drugs used for this purpose.

Objective: To study morphologic aspects in the genesis of blood
capillaries in the lower limb skeletal muscle of rats submitted to
ischemia under the action of intramuscular (IM) or endovenous (EV)
PGE,.

Methods: Forty-eight Wistar-UEM rats were randomly distributed
into three groups of 16, equally redistributed into two subgroups,
observed at the 7th and 14th days as follows: one control group, which
had only limb ischemia; one group with ischemia and IM injection of
PGE,; and one group with ischemia and EV injection of PGE,. To
analyze the results, hematoxylin-eosin (HE) and immunohistochemical
staining were used.

Results: There was a statistically significant increase in the number
of capillaries in the subgroups using IM or EV PGE, through counting
in the samples containing HE staining. Immunostaining was not
efficient for the quantification of capillaries.

Conclusions: IM or EV PGE, resulted in an increase in number of
capillaries in the skeletal muscle of rats submitted to ischemia after 14
days of observation, which was histologically identifiable through HE
staining. Immunostaining was not successful in establishing a
correlation with the increase in vessels found in HE staining.
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Introdugao

Muitos pacientes com doenga arterial periférica cro-
nica com comprometimento do leito arterial primitivo
ndo apresentam resposta satisfatoria ao tratamento cli-
nico medicamentoso e comumente nao apresentam con-
di¢des clinico-cirurgicas para alternativa operatéria de
revascularizagio direta ou angioplastia'?. O trata-
mento nessas condigdes ¢ normalmente paliativo e com
resultados limitados, podendo resultar em gangrena do
membro®~. Nesses casos, uma opgio terapéutica seria a
estimulagdo artificial da neoformagao vascular pelo pro-
prio organismo, a angiogénese, para compensar o terri-

torio vascular comprometido™®.

Angiogénese ¢ um termo que designa as etapas pelas
quais novos vasos sanguineos se desenvolvem a partir
de uma estrutura endotelial pré-existente, como € o caso
da formagao de vasos no adulto, em resposta as deman-
das teciduais®®%!°. Trata-se de um processo complexo,
com varias fases e com a participagao de varios fatores
de crescimento’”'°. A mesma diferencia-se da vasculo-
génese, que ¢ formacgdo dos vasos a partir de células pro-
genitoras, e da arteriogénese, que ¢ o desenvolvimento
de circulagdo colateral a partir das arteriolas.

A angiogénese terapéutica tem como objetivo prima-
rio favorecer a inducgdo de formag¢ao de novos vasos em
tecidos isquémicos®!!. Substancias como o fator de cres-
cimento endotelial vascular (VEGF), o fator de cresci-
mento dos fibroblastos e o fator de crescimento dos
hepatocitos tém sido usadas na indugdo e/ou manuten-
¢do da angiogénese®!?"1°. A limitagdo ao uso de tais dro-
gas esta relacionada com a resposta ao estimulo
angiogénico artificial pois, a menos que ocorra uma
remodelagdo para maturagio e estabilidade nos novos
vasos, ha uma tendéncia natural a regressdo do

processo’*!®.

A prostaglandina E; (PGE,) ¢ uma das substancias
utilizadas para promover a angiogénese terapéutica. E
uma substancia com alta atividade bioldgica, ja em uso
para o tratamento da doenga arterial oclusiva cronica
como vasodilatador e inibidor da agregacgido
plaquetaria’”'”"!°. Apresenta ainda atividade na ativa-
¢do da fibrinolise, na modulagao da proliferagao celu-
lar, fibrinogénese, na atividade hemorreoldgica sobre o
eritrocito, na inibigdo e a na ativagdo de neutroéfilos e
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ainda melhora a utilizagao do oxigénio e da glicose pelos

tecidos!”20-22,

Além desses efeitos, ha evidéncias de que a PGE, esti-
mula a angiogénese em situagdes de isquemia miocardi-
ca'®?32* Em situagdes de isquemia periférica, seja aguda
ou cronica, ainda nao ha relatos de estudos experimen-
tais ou clinicos utilizando a PGE, como estimulador de
angiogénese.

O objetivo desse trabalho foi estudar a agdo da PGE,,
administrada por via intramuscular (IM) ou endove-
nosa (EV), sobre a génese de capilares sanguineos no
musculo esquelético em membro caudal isquémico de
ratos.

Meétodos

Animais

Todos os procedimentos envolvendo o uso de ani-
mais foram submetidos ¢ aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal da Universidade Esta-
dual de Maringa (UEM).

Foram utilizados 48 ratos machos adultos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar-UEM, pesando
entre 280 e 300 gramas, procedentes do biotério da
UEM.

Os animais foram mantidos em biotério setorial do
Departamento de Farmacia e Farmacologia da UEM
sob ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 20 °C
e ragio NUVITAL® e 4gua a vontade.

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos de 16 ratos e redistribuidos em dois subgrupos:

Grupo I - Ratos submetidos a isquemia (I):
- I-7—-Observados até o 7° dia de pds-operatorio (PO);
- I-14 — Observados até o 14° dia de PO.

Grupo II - Ratos submetidos a isquemia e injegao
intramuscular (IM) de PGE;:

- IM-7 — Observados até o 7° dia de PO;
- IM-14 — Observados até o 14° dia de PO.

Grupo III - Ratos submetidos a isquemia e injecao
endovenosa (EV) de PGE;:

- EV-7 - Observados até o 7° dia de PO;
- EV-14 — Observados até o 14° dia de PO.
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Procedimento experimental

Os animais foram anestesiados, via IM, com clori-
drato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina
(Rompun®) e cloridrato de quetamina (Ketalar®) na
relagio 1:1, empregando-se desta associagdo 1 mL.kg™"!
peso corporal, aplicada no membro caudal esquerdo.

A isquemia no membro caudal direito do rato foi rea-
lizada com base em modelo da literatura®®2>=, Foi feita
uma incisao longitudinal com bisturi lamina 15 interes-
sando pele e tela subcutanea, estendendo-se distal-
mente do ligamento inguinal até um ponto proximo a
patela. Com auxilio de lupa cirurgica com aumento de
3x, apos a identificagao do feixe vasculo-nervoso, a arté-
ria femoral foi dissecada em toda sua extensdo, desde a
regido inguinal até a artéria poplitea. A artéria iliaca
externa foi dissecada e ligada com fio de algodao 4-0. A
artéria femoral foi completamente excisada, desde sua
origem proximal na artéria iliaca externa até a sua por-
¢do distal onde ocorre a bifurcagdo em artérias safena e
poplitea. Os planos anatdomicos foram aproximados ¢ a
pele suturada com fio de poliamida 5-0. O fluxo sangui-
neo para o membro isquémico tornou-se dependente de
vasos colaterais a partir da artéria iliaca interna.

Imediatamente apos o procedimento de isquemia e
antes da sutura da pele, a PGE,, na dose de 5 ug.kg™,
foi cuidadosamente injetada nos animais utilizando-se
seringas de 1 mL e agulhas 30G'%; no Grupo I1, via IM,
em pontos eqiiidistantes, diretamente nos musculos gra-
cil e vasto medial do membro caudal; no Grupo I11, via
EV, pela veia dorsal do pénis.

Durante o periodo de observagdo de 7 e 14 dias, os
animais foram examinados diariamente quanto aos
seguintes aspectos: a) na ferida operatoria - presenga de
hematoma, deiscéncia, infecgdo ou isquemia da borda;
b) no membro caudal - presenga de necrose da pele,
necrose de dedo(s) ou gangrena; ¢) no aspecto funcional
do membro - presenga de claudicagdo (arrasto) ou
paralisia.

Aos 7 e 14 dias, sob anestesia, foi coletada a amostra
contendo os tecidos musculares e o feixe vasculo-
nervoso na area onde foi retirada a artéria femoral. Apos
a coleta dos tecidos os animais foram submetidos a ina-
lagdo de uma dose letal de éter etilico.
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As amostras foram fixadas em paraformaldeido 10%
tamponado, processadas para inclusdo em parafina.
Foram feitos cortes semi-seriados de 5 pum, que foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) para avaliagao
morfoldgica do tecido e para a determinagao do nimero
de capilares sanguineos ou processados para técnica
imuno-histoquimica de avidina biotina peroxidase uti-
lizando anticorpo anti-VEGF, e anti-CD34 para o
estudo da neovascularizacio.

Contagem de capilares em cortes corados com HE

A contagem dos capilares foi executada por dois
observadores pelo método duplo cego. Foi utilizado um
reticulo de 10x10 pontos, acoplado a ocular, em micros-
copio optico (Olympus®BX41) com a objetiva de 40x.
Os vasos foram quantificados em varios cortes histolo-
gicos, totalizando 60 campos microscopicos de 0,24 mm?
/animal, sendo os resultados expressos como a média

das duas contagens.

Imunohistoquimica

As laminas selecionadas para procedimento imuno-
histoquimico foram desparafinizadas ¢ os cortes reidra-
tados. A identificacdo das células endoteliais foi feita
por coloragao imunohistoquimica pelo método avidina
biotina peroxidase para detectar a expressio de VEGF
e CD34 por células endoteliais, utilizando os anticorpos
policlonal, anti-VEGF (Santa Cruz Biothecnology),
extraido de coelho na concentragido de 1:200, ¢ a glico-
proteina CD34 utilizando um anticorpo policlonal anti-
CD34 (Santa Cruz Biothecnology), extraido de coelho,
na concentragdo de 1:50. As laminas foram analisadas
em microscopio optico (Olympus® BX41), e foi deter-
minada a positividade da reagao.

Anadlise estatistica

O estudo estatistico foi realizado pela PGS Medical
Statistics utilizando o software SPSS10, sendo aplica-
dos os testes ndo-paramétricos devido a natureza dos
dados. Foram utilizados a prova de Mann-Whitney para
comparar os subgrupos de tempo de eutanasia dentro
de cada grupo de estudo e a prova de Kruskal-Wallis
para comparar os grupos de estudo dentro de cada
tempo de eutanasia.
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Figura 1 - Fotomicrografia em microscopia de luz de mus-
culo esquelético de rato mostrando: presenga de
nucleos centrais (*) e grande quantidade de capila-
res e vasos maiores (setas) em rato do subgrupo
com uso da PGE, endovenoso observado aos 14
dias (HE, 960x). M) Células musculares; C) fibras
colagenas

Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (o < 5%), e
niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram consi-
derados significantes e representados por asterisco.

Resultados

Observacdo macroscopica

Na avaliagdo macroscopica dos membros caudais
operados ndo houve nenhuma necrose da extremidade.
Nao foi observada claudicagdo (arrasto) e nao houve
nenhum 6bito entre os animais estudados.

Andlise microscopica

A microscopia optica mostrou a maioria das células
musculares com morfologia normal, com o nucleo peri-
férico e auséncia de alteragdes degenerativas tipicas de
necrose, como edema ou infiltrado inflamatorio. Ape-
nas em alguns animais observou-se a ocorréncia de célu-
las musculares com nucleos centralmente localizados,
caracteristico de células em isquemia (Figura 1).

Constatou-se o aumento (p < 0,05) no nimero de
capilares nos subgrupos IM-14 (43,7%6,1) e EV-14
(43,715,6), quando comparados aos subgrupos IM-7
(24,9£3,9) e EV-7(21,0%3,3) respectivamente (Tabela 1).

Imunohistoquimica

A coloragao pelo método imunohistoquimico nao
apresentou uniformidade entre os animais do mesmo
grupo, inviabilizando a quantificacdo. Nos subgrupos
IM14 ¢ EV14 foi observada a marcacio nos capilares
com CD34 (Figura 2A) e nos vasos de maior calibre com
VEGTF (Figura 2B).

Discussao

A angiogeénese terapéutica ¢ uma nova abordagem
para o tratamento de doengas vasculares isquémicas cro-
nicas, que pode ser usada para um numero crescente de
pacientes que ndo tém indicagao para revascularizagio.

A isquemia isoladamente ¢ um evento que estimula
a neoformagio vascular em musculo esquelético’-'>-31-33
e cardiaco'®?*?*, Este processo ¢ regulado por fatores
de crescimento que se localizam nas células endoteliais
e na matriz extracelular®>*3>, Dentre os diversos fato-
res envolvidos destacam-se o VEGF que inicia o pro-
cesso de angiogénese e o 6xido nitrico (NO) que tem a

fungo de regulagio e modulagio do VEGF?":3.

O agente ideal para aplicagdo na angiogénese tera-
péutica deve apresentar algumas caracteristicas como:
estimular e potencializar a angiogénese, manter uma



Prostaglandina E, e angiogénese — Moreschi Jr. D et al.

J Vasc Bras 2007, Vol. 6, N°4 320

Tabela 1 - Numero de capilares quantificados em cortes histologicos corados com HE nos diferentes grupos avaliados aos 7 e 14 dias
apos o procedimento de isquemia e injecao de prostaglandina E,

Contagem de capilares em HE

Grupo Meédia EMP Mediana Minimo Maximo n
1-7 24,1 1,4 24,5 17 28 8
I-14 26,0 2,2 27,0 18 35 8
IM-7 249 3,9 20,5 15 45 8
IM-14 43,7* 6,1 45,0 18 65 8
EV-7 21,0 3,3 16,5 13 38 8
EV-14 43,7* 5,6 37,5 26 68 8

*p < 0,05 quando comparados os subgrupos entre si.

EMP = erro-padrio da média; EV = injegao endovenosa; HE = hematoxilina e eosina; I = isquémico; IM = inje¢do intramuscular; n =

namero de animais.
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Figura 2 - Fotomicrografias em microscopia de luz de mus-
culo esquelético de um animal do subgrupo com
uso da PGE, intramuscular observado aos 14 dias,
mostrando a marcagao de capilares através da
imuno-histoquimica (setas), utilizando o anti-
corpo CD34

ac¢ao duradoura e ter como alvo especifico os tecidos
isquémicos; ndo causar efeitos colaterais; ndo provocar
angiogénese patoldgica; alcangar alta concentracao
local; ter um tempo de exposi¢iao adequado; ser de facil
reaplicagdo; poder ser administrado por via oral ou

parenteral; ser de baixo custo'*¢-37,

A PGE, ¢ uma droga vasodilatadora usada no tra-
tamento de doencas arteriais isquémicas de membros

inferiores’”-3%

, € testada experimentalmente para indu-
¢do da angiogénese em doencgas cardiacas isquémi-
cas'??*?* Também estimula a angiogénese na cornea
de coelhos®® e na membrana corioalantéica de embri-
des de galinha®®. Sua acfio sobre a angiogénese se da

indiretamente pela induciio da expressio do VEGF %3,

Partindo deste embasamento teodrico, surgiu a idéia
de utilizar a droga injetando-a diretamente na area isqué-
mica ou por via EV, dentro da modalidade de terapia
protéica, que tem um enfoque mais convencional e
menor risco que a terapia génica*!. Também pareceu ser
uma estratégia mais viavel para eventual utilizagdo na
pratica médica diaria*>*3.

O modelo utilizado mostrou-se ser confiavel e repro-
dutivel. Estudos anteriores comprovaram a redugao ime-

diata do fluxo arterial através de arteriografia®®-232,

As vias sistémica, IM, EV ou intra-arterial, embora
sofram restrigdes no oferecimento da droga no local da
isquemia — justamente por essa area estar sem circula-
¢do sanguinea adequada —, sdo as mais comumente uti-
lizadas, tanto experimentalmente como em ensaios
clinicos. Ambas apresentam vantagens e efeitos

adversos®>*!.

No modelo proposto, a administragao IM, em dose
unica, foi realizada diretamente no musculo isquémico.
Essa via proporciona, teoricamente, uma maior concen-
tragao da droga na area isquémica, atingindo locais onde
a via sistémica pode nio alcangar'>!'*##* Em relacio
a via intra-arterial, essa tem a vantagem de poder ser
utilizada quando as artérias apresentarem algum com-
prometimento tao grave que nao permitam o posiciona-
mento do cateter proximo a lesdo aterosclerdtica®.

A utilizagdo da via EV nfo causou alteragdes sisté-

micas que pusessem em risco a vida do animal, o que
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pode ser comprovado pela observagao dos dados vitais
que apresentaram discreta variacdo durante o experi-
mento. A aplicagio EV tem a vantagem de ser menos
invasiva, podendo ser repetida se necessario. Porém, uma
desvantagem dessa via ¢ que grande parte da PGE,
(70-95%) ¢ inativada em sua primeira passagem pelos
pulmdes, com conseqliente diminui¢io de sua biodispo-
nibilidade na area isquémica®'.

O efeito esperado do uso da PGE, na area isqué-
mica é exatamente sobre a quantidade ou qualidade de
vasos neoformados. Desse modo, foram estabelecidos
parametros histologicos e imunohistoquimicos para ten-
tar estabelecer a relacdo entre a droga e sua via de admi-
nistra¢do na angiogénese.

ApoOs a isquemia, o processo de angiogénese se inicia
em um periodo de 1 a 3 dias, atingindo o pico da proli-
feragcdo por volta de 7 dias e havendo, a partir de entdo,
uma regressao rapida e progressiva no nimero de vasos

neoformados até 28 dias?®32:334445,

Na avaliagdo morfologica das laminas coradas com
HE observou-se células musculares com nucleos desco-
lados da periferia para a regido central, caracteristica
tipica de célula muscular em processo de isquemia. Essa
alteracdo foi notada em todos os tempos de observagao,
demonstrando que tal regularidade das amostras esta
relacionada a adequagao do modelo proposto em pro-
duzir a isquemia muscular®®,

Aos 7 dias de observagao nao foi constatada
nenhuma diferenga significativa no niamero de capila-
res. No entanto, aos 14 dias ocorreu um aumento de
aproximadamente 40% dos capilares na area isquémica,
independente da via de administra¢io, em relagdo aos
animais que ndo receberam a PGE,, e em relagdo aos
animais observados aos 7 dias (IM-7 ¢ EV-7). Pode-se
inferir que o efeito estimulante da PGE, sobre a angio-
génese somente foi detectado neste experimento apos 14
dias de sua administragao.

O método empregado ndo conseguiu diferenciar
eventuais vantagens nesse aumento no numero de capi-
lares que pudessem ser atribuiveis a via de administra-
¢ao, embora existam relatos na literatura biomédica de
um resultado mais favoravel com o uso local da
PGE, 2647,
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A angiogénese ¢ modulada por fatores de cresci-
mento que se localizam nas células endoteliais e na
matriz extracelular’**>. O VEGF esta associado ao ini-
cio de processo de neoformagao vascular e ¢ conside-
rado um monitor confiavel do processo. Em tecidos
cardiacos isquémicos, a administragdo exogena da PGE,
pode estimular a angiogénese medida pela expressdo do
VEGF'"?3, A PGE, nio estimula diretamente o cresci-
mento endotelial. Seu efeito angiogénico parece ser
mediado pela agdo paracrina de fatores angiogénicos
liberados por outras células*®, como, por exemplo, esti-
mulando os macrofagos a secretarem fatores de cresci-
mento, como o fator de crescimento derivado de

plaquetas (PDGF) e a adenosina, entre outros>"*’.

Com o resultado da imunohistoquimica pode-se
observar que houve a imunomarcagio de poucos vasos,
sendo a maioria arteriolas e vénulas localizadas no tecido
conjuntivo envolvendo os feixes de fibras musculares.
De acordo com os resultados da microscopia optica os
subgrupos IM-14 ¢ EV-14 mostraram um maior nimero
de capilares quando comparados aos subgrupos IM-7 e
EV-7; portanto era de se esperar uma marcagao em um
maior niamero de capilares sanguineos nesses animais.
No entanto, ndo houve esta correspondéncia ¢ a maio-
ria dos vasos marcados com VEGF era os de maior cali-
bre, com poucos capilares marcados. As reagdes com
CD34 coraram um numero maior de capilares sangui-
neos, contudo nao houve reprodutibilidade em todos os
cortes histoldgicos, inviabilizando a contagem. A falta
de homogeneidade dos resultados e a sua incoeréncia
com outros achados microscopicos, assim como as varia-
¢oes apresentadas nos grupos usados como testemu-
nha, colocaram as eventuais conclusdes sob suspeita,
embora a imuno-coloragdo dos vasos maiores possa
sugerir um mecanismo de formagao de novos vasos por
arteriogénese.

A angiogénese terapéutica, em doengas arteriais peri-
féricas, tem sido estudada ha aproximadamente uma
década e oferece grandes perspectivas para um futuro
proximo. Os estudos experimentais mostraram uma
melhora no fluxo sanguineo; porém, os primeiros estu-
dos clinicos em seres humanos, apesar de alguma efeti-
vidade, ainda estdo longe de uma conclusio
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definitiva*!"11-3%5! S30 atribuidos como fatores limitan-
tes a dose do fator de crescimento, a duragao de sua agao,
a via de administragdo, os varios locais de atuagao dos
agentes, a selegdo dos pacientes, a heterogeneidade dos
pacientes, os inibidores enddgenos da angiogénese, e um
potente efeito placebo'**%*7. O uso continuo de deter-
minados medicamentos (aspirina, isosorbida, nitratos,
espirolactona, furosemide, captopril, bumetamida,
lovostatina, inibidores da ciclooxigenase e claritromi-
cina), assim como a idade avangada, a dislipidemia, o
tabagismo e¢ o diabetes, também podem prejudicar o
resultado dos estudos clinicos, pois atuariam como ini-
bidores da angiogénese'.

Ainda ndo ha um consenso sobre o fator angiogé-
nico ideal ou se seria necessario o uso de uma combina-
¢ao de fatores de crescimento para promover e manter a
angiogénese>. O conhecimento das bases celular e mole-
cular da matura¢do dos vasos sanguineos pode ser o
ponto mais importante do ciclo de vida desses vasos,
podendo ser a chave do desenvolvimento das terapias
de estimulo ou inibi¢do da angiogénese'®>*. O rapido
avango nesses campos € nos sistemas de libera¢do de
medicamentos podera tornar a angiogénese terapéutica
a op¢ao de tratamento padrio nas doengas
isquémicas'*>*,

A avaliagdo histologica convencional e classica pela
coloragao com HE pesquisada permitiu mostrar que nos
animais em que se utilizou a PGE,, houve uma maior
presenga de vasos no tecido muscular esquelético isqué-
mico, associados ha tempos mais longos de observagao,
mais precisamente aos 14 dias, ainda que a técnica nao
tenha permitido identificar se esses vasos se formaram
por angiogénese ou vasculogénese. No entanto, nao per-
mitiu diferenciar vantagens sobre a via de administra-
¢ao IM ou EV.

Observou-se ainda que a coloragdo do material pela
técnica de imunohistoquimica proporcionou a marca-
¢ao de capilares ¢ vasos de maior calibre; porém nos tem-
pos estudados nao possibilitou que se determinasse se
esse aumento de vasos, encontrados na coloragdo com
HE aos 14 dias, ocorreu por angiogénese ou por vascu-
logénese, provavelmente porque nesse tempo de obser-
vagdo os capilares sanguineos ndo estivessem
expressando os marcadores utilizados.
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Outra possivel falha na marcagdo por essa técnica
diz respeito a complexidade da reacdo, uma vez que o
anticorpo primario devera se ligar aos epitopos que se
fecharam durante a fase de fixagao e processamento do
material e necessitam se abrir durante a fase de recupe-
ragdo antigénica, o que pode ser feito de varias formas.
Foram feitos varios testes com variagdes técnicas como:
varios tipos de recuperagao antigénica, tempos diversos
de incubagdo, mudangas nas dosagens das aliquotas de
anticorpos primarios e secundarios, variagdes de lotes
com troca do anticorpo primario anti-VEGF por um
lote diferente e depois por um outro anticorpo prima-
rio, o anti-CD34, onde a marcagdo nao foi suficiente
para quantificagdo da angiogénese.
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