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RESUMO

FERRAO, J. S. P. Tratamento com VEGFC para revascularizacéo linfatica em membros
pélvicos de camundongos. [VEGFC treatment for lymphatic revascularization of mice
hindlimb]. 2013. 102 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A revascularizagdo linfatica € um desafio e o estabelecimento de novas estratégias
terapéuticas podem melhorar a qualidade de vida de pessoas que sofrem de distlrbios
linfaticos. O objetivo deste estudo foi verificar a capacidade de tratamento com VEGFC
exogeno na melhoria da vascularizacdo linfatica de uma maneira dependente do tempo em
membros pélvicos (MP) de camundongos apds a remocao do linfonodo inguinal. O linfonodo
inguinal esquerdo foi removido cirurgicamente para mimetizar patologias com diminuicao da
vascularizacdo linfatica. Densidade vascular linfatica (Vv) e de comprimento (Lv) foram
avaliadas por imunohistoquimica, seguidas de estereologia, ap0s a cirurgia com ou sem 0
tratamento com VEGFC ex6geno. O grupo controle ndo foi manipulado, mas recebeu soro
fisioldégico em vez de tratamento com VEGFC exdgeno. As expressdes do VEGFC e FLT4
local foram avaliadas por gPCR. Houve efeito do tempo sobre Vv e Lv no Grupo Cirurgia e
diferenca significativa entre os grupos Controle e Cirurgia nas trés regides estudadas (regido
proximal, média e distal) do MP esquerdo (MPE). A Lv mostrou diferenca significativa entre
0s grupos Controle e Cirurgia somente na regido média do MPE. A Vv e a Lv para o Grupo
Tratamento foram maiores do que 0s outros grupos em todas as regides do MPE. A expressao
génica do VEGFC e do FLT4 apresentou efeito do tempo em todas as regides do MPE para 0s
grupos Cirurgia e Tratamento. Ambas as expressdes génicas do VEGFC e do FLT4
apresentaram diferenca significativa entre os grupos Controle e Cirurgia, entre 0S grupos
Cirurgia e Tratamento e entre os grupos Controle e Tratamento. Os resultados mostraram que
os camundongos sdo bons modelos experimentais para o uso de VEGFC ex6geno como
terapia de revascularizagdo linfatica, e o tratamento com VEGFC exogeno aumenta
vascularizagéo linfatica ja apds 3 dias de dano linfatico.

Palavras-chave: Camundongos. Fator de Crescimento. Endotelial Vascular C.

Revascularizacdo. Sistema Linfatico. Membros Pélvicos.



ABSTRACT

FERRAO, J. S. P. VEGFC treatment for lymphatic revascularization of mice hindlimb.
[Tratamento com VEGFC para revascularizacdo linfatica em membros pélvicos de
camundongos]. 2013. 102 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Lymphatic revascularization is a challenge and the establishment of new therapeutic strategies
may improve quality of life from those suffering from lymphatic disorders. The objective of
this study was to verify the VEGFC treatment capacity in improving lymphatic
vascularization in a time-dependent manner in mouse hind limb (HL) after removal of
inguinal lymphnode. The left inguinal lymphnode was surgically removed to mimetize
pathologies with decreased lymphatic vascularization. Lymphatic vascular density (Vv) and
length (Lv) were evaluated by immunohistochemistry followed by stereology after surgery
and/or VEGFC treatment. Control group was not manipulated but received saline instead of
VEGFC treatment. VEGFC and FLT4 local expression were assessed by qPCR. There was
effect of time over Vv and Lv in the SG and significant difference between CG and SG in the
three studied regions (proximal, medium and distal region) of the left HL (LHL). The Lv
showed significant difference between CG and SG only in the medium region. The Vv and
the Lv for TG were higher than the other groups in all regions of LHL. VEGFC and FLT4
gene expression presented time effect in all regions of the LHL for SG and TG. Both VEGFC
and FLT4 gene expression presented significant difference between CG and SG, between SG
and TG, and between CG and TG. The results show that mice are good experimental models
for VEGFC use as therapy for lymphatic revascularization, and VEGFC treatment increased

the lymphatic vasculature already after 3 days of lymphatic damage.

Keywords: Mouse. Vascular Endothelial Growth Factor C. Revascularization. Lymphatic

System. Hind limbs.
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1 INTRODUCAO

O sistema linfatico é indispensavel para o recolhimento e ciclagem de fluidos
extravasados de tecidos, macromoléculas e células imunoldgicas para a corrente sanguinea
(MARCHIO; ASTANINA; BUSSOLINO, 2013). O sistema vascular linfatico atende funces
fisioldgicas importantes: mantém a homeostase dos fluidos através da absorcdo de agua e
macromoléculas do intersticio, permite a absorcdo de lipidios e vitaminas da dieta no
intestino, e serve como rota de trafego para as células do sistema imunoldégico (SCHULTE-
MERKER; SABINE; PETROVA, 2011).

Devido a alta pressao, agua e substancias de alto peso molecular, como proteinas,
estdo continuamente saindo de capilares sanguineos. A principal funcédo do sistema linfatico é
remover esse fluido intersticial para prevenir edema tecidual (SAHARINEN; PETROVA,
2004). O sistema linfatico € uma via acessoria da circulagdo sanguinea, permitindo que os
liquidos dos espacos intersticiais possam fluir para o sangue sob a forma de linfa
(ANDRADE, M., 2008). Do ponto de vista estrutural, funcional e patogenético, o
conhecimento amplo do sistema linfatico é fundamental para compreender as diversas
manifestacdes clinicas e perspectivas terapéuticas de suas disfunces (WITTE et al., 2005).

Vasos sanguineos e linfaticos sdo fisica e funcionalmente relacionados ao longo
da vida dos animais vertebrados. No entanto, apesar de caracteristicas morfologicas e
organizacdo geral muito similares, o seu desenvolvimento €é sintonizado por estimulos
diferentes em diferentes momentos do desenvolvimento embrionario (MARCHIO;
ASTANINA; BUSSOLINO, 2013).

A vascularizacdo linfatica consiste de uma rede altamente ramificada de tubos
capilares e que esta presente na maioria dos 6rgaos, com excecdo do sistema nervoso central e
tecidos avasculares, tal como a cartilagem. Ao contrario da vascularizacdo sanguinea, a
vascularizagdo linfatica possui fundos de sacos: seus pequenos capilares desembocam
primeiro em vasos pré-coletores e vasos coletores maiores e, em seguida, no ducto toracico ou
no tronco linfatico direito, que drena a linfa para as veias subclavias (SCHULTE-MERKER,;
SABINE; PETROVA, 2011).

A vascularizacdo linfatica e sanguinea séo dificeis de diferenciar quando a
histologia dos dois sistemas € a Unica base sobre a qual é feita a sua distincdo. A
caracterizacdo de diversos marcadores que apresentam diferentes perfis de expresséo entre a

vascularizagdo sanguinea e linfatica facilitou a identificacdo dos vasos linfaticos (OASHI et
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al., 2012). A descoberta chave que possibilitou o avanco do estudo sobre linfangiogénese foi o
reconhecimento da familia dos fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF - “Vascular
Endothelial Growth Factor”) e de seus receptores (VEGFR — “Vascular Endothelial Growth
Receptor”). Até agora cinco membros dessa familia foram identificados: VEGFA, VEGFB,
VEGFC, VEGFD e o PIGF. O fator de crescimento endotelial vascular C (VEGFC) é um
ligante especifico, que induz a linfangiogénese (FAUSTINO, 2007). O receptor-3 do fator de
crescimento vascular endotelial (também conhecido como Fms-tipo tirosina quinase 4
[FLT4]), VEGFC, LYVE-1 e podoplanina foram também identificados como marcadores
especificos linfaticos. Em camundongos, comparados com ratos ou cées, consideravelmente
mais anticorpos estdo disponiveis para a coloracdo imunohistoquimica, o que torna a
identificacdo e avaliacao histologica dos vasos linfaticos possiveis (OASHI et al., 2012).

O mau funcionamento da vascularizagdo linfatica resulta na formacdo de
linfedema e compromete a funcdo imunoldgica. Na Gltima década, um grande progresso foi
alcancado na compreensdo dos mecanismos que regulam a morfogénese da vascularizagéo
linfatica, realizado principalmente por modelos de camundongos geneticamente modificados
e da descoberta de mutacGes responsaveis por sindromes de linfedema em humanos
(SCHULTE-MERKER; SABINE; PETROVA, 2011).

Os avangos na compreensdo do crescimento e desenvolvimento dos vasos
linfaticos devem trazer novas alternativas terapéuticas nas linfangiodisplasias e no controle da
disseminacdo linfatica dos tumores. A regulacdo da linfangiogénese envolve mecanismos
complexos e multiformes, dependendo da integracdo perfeita de varias proteinas sinalizadoras
e do adequado funcionamento de receptores celulares, proporcionando diversas possibilidades
de linfangiogénese imperfeita e heterogeneidade fenotipica, ligadas aos diferentes
mecanismos alterados (ANDRADE, M., 2008).

Assim sendo, este projeto de pesquisa teve como objetivo avaliar a atuacdo do
VEGFC na revascularizagdo linfatica pés-cirurgica. Trabalhos sobre revascularizacdo linfatica
sdo de extrema importancia para que tragam novas alternativas para aqueles que sofrem com
algum tipo de desordem no sistema linfatico, assim contribuindo para um melhor

entendimento do estudo sobre VEGFC no processo de linfangiogénese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA LINFATICO

Em humanos, sistema linfatico surge na 6% ou 72 semana do desenvolvimento
embrionario, cerca de quatro semanas apds o aparecimento dos primeiros componentes da
circulacdo sanguinea (ANDRADE, M., 2008). Em camundongos, o sistema linfatico surge
por volta do 11° dia de gestacdo (JUSZYNSKI et al., 2008).

Os linfonodos sdo 6rgdos encapsulados constituidos por tecido linféide e que
aparecem distribuidos pelo corpo, sempre no trajeto de vasos linfaticos. Sdo encontrados nas
regides axilar, inguinal, ao longo dos grandes vasos do pescogo e, em grande quantidade, no
torax e no abdome, especialmente no mesentério. A circulacdo da linfa nos linfonodos é
unidirecional. Ela atravessa os linfonodos penetrando pelos vasos linfaticos que desembocam
na margem convexa do orgao (vasos aferentes) e saindo pelos vasos linfaticos do hilo (vasos
eferentes). Os linfonodos atuam como “filtros” da linfa, removendo particulas estranhas antes
que a linfa retorne ao sistema circulatério sangtiineo. Como os linfonodos estdo distribuidos
por todo o organismo, a linfa atravessa pelo menos um linfonodo antes de ser devolvida ao
sangue. Cada linfonodo recebe a linfa de uma determinada regido do corpo, da qual ele é
chamando de linfonodo sentinela. Os vasos linfaticos eferentes que deixam o linfonodo
confluem com outros vasos linfaticos até se formarem os grandes linfaticos, que desembocam
em veias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O sistema linfatico normal, assim como todos os 6rgdos, trabalha com uma
reserva funcional bastante grande, significando que a capacidade total de transporte linfatico é
bem superior as necessidades fisioldgicas. No estado de equilibrio, o débito linfatico (volume
de linfa transportado por unidade de tempo) € igual a carga linfatica, que é a quantidade de
liquidos e substancias de transporte linfatico presente nos tecidos. Quando aumenta a carga
linfatica, o débito linfatico cresce paralelamente até que seja atingido o nivel maximo de
transporte. A partir desse ponto, ocorre o edema (ANDRADE, M. F. C., 2003).
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2.2 MECANISMOS DE TRANPORTE LINFATICO

A estrutura dos diferentes compartimentos vasculares linfaticos, tais como
capilares, vasos pré-coletores, e 0s vasos linfaticos coletores, refletem a sua dupla funcdo de
absorcdo de fluidos e de transporte de linfa (DEJANA et al., 2009; ZAWIEJA, 2009).

2.2.1 Absorcéao de fluido e células pelos capilares linfaticos

O endotélio capilar linfatico possui uma organizacéo juncional tnica (BALUK et
al., 2007; DEJANA et al., 2009). Células endoteliais sdo conectadas por juncdes tipo botdo
descontinuas. Margens celulares livres sobrepostas sdo ancoradas em cada lado por estas
jungdes formam valvas em forma de "flaps", através das quais o fluido flui
unidirecionalmente ao longo de gradientes de pressdo do intersticio para o lume capilar.
Ativamente, os brotos de capilares linfaticos tém juncgdes célula-célula continuas, sugerindo
juncdes tipo botdo como caracteristicas do endotélio linfatico capilar quiescente e funcional
(BALUK et al., 2007). Capilares linfaticos ndo possuem células murais e se conectam a
Matrix Extracelular (MEC) através de filamentos de ancoragem (LEAK; BURKE, 1968), que
impedem o colapso dos capilares sob o aumento da pressdo intersticial (SCHULTE-
MERKER; SABINE; PETROVA, 2011).

2.2.2 Transporte de linfa através de vasos coletores

A linfa dos capilares linfaticos é primeiramente drenada para vasos linfaticos
pré-coletores que possuem caracteristicas tanto de capilares linfaticos (células endoteliais
linfaticas [CEL] em forma de folha de carvalho) quanto de vasos linfaticos coletores
(valvulas). Vasos linfaticos coletores consistem de uma série de unidades funcionais,
chamadas linfangions, separadas por valvulas intraluminais, que asseguram o fluxo de linfa
unidirecional. Vasos linfaticos coletores estdo envoltos por uma membrana basal continua e

células musculares lisas (CML). Células endoteliais em vasos linfaticos coletores sao
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alongadas e conectadas por jungdes continuas. Jungdes continuas e a membrana basal
previnem o vazamento de linfa durante o seu transporte (SCHULTE-MERKER; SABINE;
PETROVA, 2011).

Vélvulas linfaticas contém dois folhetos semilunares, que sdo cobertos em ambos
os lados por endotélio especializado ancoradas ao nucleo da MEC (LAUWERYNS;
BOUSSAUW, 1973). Alta pressdo linfatica a montante de uma véalvula abre a mesma e
permite o fluxo de linfa, enquanto o fluxo inverso empurra os folhetos uns contra os outros e
fecha a valvula. Portanto, a abertura e o fechamento da valvula dependem de mudancas
periodicas na pressdo de fluido no interior dos vasos coletores. O nimero de vélvulas por
segmento de vaso varia dependendo do tipo de tecido, sendo geralmente mais elevado em
6rgdos de pressdo hidrostatica elevada, como por exemplo, as pernas de humanos (FOLDI;
FOLDI, 2006).

2.2.3 Células hematopoiéticas e desenvolvimento vascular linfatico

Nos mamiferos, as vascularizacOes linfatica e sanguinea estdo conectadas apenas
em alguns locais definidos, onde a linfa é devolvida para a circulacdo sanguinea. As plaquetas
se agregam em locais de comunicacdo entre a veia cardinal e sacos linfaticos e "sela™ os vasos
linfaticos da veia cardinal, separando os dois vasos (SCHULTE-MERKER; SABINE;
PETROVA, 2011). As plaquetas sdo importantes para manter esses dois sistemas vasculares
separados: a deplecdo de plaquetas ou defeito de agregacdo plaquetaria leva a conexdes
linfovenosas anormais e a vasos linfaticos cheios de sangue (ICHISE et al., 2009; BERTOZZI
et al.,, 2010; CARRAMOLINO et al., 2010; SUZUKI-INOUE et al., 2010; UHRIN et al.,
2010).

Além de plaquetas, as células mieldides regulam a morfogénese vascular linfatica.
Camundongos com macréfagos deficientes em PU.17" e Csfr1” exibem capilares linfaticos
com hiperplasia dérmica, sugerindo que os macrdfagos restringem a proliferacdo de CELs
(GORDON et al., 2010). Por outro lado, o acimulo anormal de células mieldides induz a
formacdo de desvios dérmicos linfaticovenosos em camundongos Syk”™ (BOHMER et al.,
2010).
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2.3 MORFOGENESE VASCULAR LINFATICA PATOLOGICA

Dada a importancia dos vasos linfaticos para as fun¢es normais do organismo,
ndo é surpreendente que defeitos da vascularizacdo linfatica estejam implicados em uma
variedade de patologias humanas. Papéis dos vasos linfaticos na metastase tumoral e na
inflamacéo foram recentemente descritos em varios estudos (GUO et al., 2009; SLEEMAN;
SCHMID; THIELE, 2009; TAMMELA; ALITALO, 2010).

2.3.1 Linfedema

O linfedema é caracterizado por um acimulo anormal de fluido intersticial com
alto teor protéico, resultando em um inchacgo incapacitante e desfigurante de extremidades.
Com o tempo, pacientes também adquirem fibrose tecidual, acimulo anormal de gordura, e
maior susceptibilidade a infecgdes (MAYALL, 2000; ANDRADE, M. F. C., 2003;
SAHARINEN; PETROVA, 2004).

De acordo com (COHEN; PAYNE; TUNKEL, 2001), apds a cirurgia de
mastectomia, as mulheres evoluem, normalmente, com certo grau de edema, pois a
capacidade de absorcdo do excesso de liquido e de células do espaco intersticial fica reduzida.
Diversos autores definem o edema ocorrido nos primeiros seis meses apds a cirurgia como
uma reacao transitoria (edema agudo), considerando que este ndo se constitui em linfedema
(edema crbnico), uma vez que sua regressao representa o sucesso na adaptacdo anatdbmica do
sistema linfatico, inicialmente prejudicado (BERGMANN; MATTOS, 2007).

Segundo Andrade (2003) e Casley-Smith Jr (1994), o volume do membro com
linfedema aumenta progressivamente se ndo tratado, assim como aumenta a freqiiéncia das
complicagdes relacionadas. Para os linfedemas de aparecimento recente, é usual observar
progressdo espontanea nos cinco primeiros anos de seguimento, ocorrendo relativa
estabilizacdo apos este periodo. O linfedema pds-mastectomia, curiosamente, apresenta uma
taxa de crescimento volumétrico cerca de trés vezes maior que os linfedemas dos membros
inferiores, para um dado periodo de tempo. Uma complicacdo temivel dos linfedemas é sua

malignizacdo. Linfedemas de longa duracdo podem ser sede de linfangiossarcomas que, se
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sdo infrequentes (menos de 1% dos casos humanos), apresentam altissima taxa de mortalidade
independente do tratamento.

2.3.2 Tumores de mama e linfedema em cadelas

Tumor mamario é o segundo tumor mais comum em todos 0s cdes e 0 mais
comum em cadelas, sendo de modo geral de duas a trés vezes mais frequente que na mulher
(SILVA, 2006). Na espécie canina, os tumores de pele sdo 0s mais comuns, seguidos pelos
mamarios, mas se considerarmos somente as fémeas, essa taxa sobe para 50% das neoplasias
(SLATTER, 1998). Eles ocorrem em animais mais velhos (média de idade de 10 anos),
usualmente naqueles animais que sdo inteiros ou foram castrados apds indmeros ciclos estrais,
sendo que todas as racas podem ser afetadas. O segundo par abdominal e o inguinal de
glandulas mamarias sdo freqiientemente mais afetados em cées. Os tumores mamarios podem
ser unicos ou multiplos, sendo geralmente palpaveis como noédulos discretos ou massas dentro
das glandulas mamarias (DOBSON, 2007).

O tratamento para a maioria dos tumores mamarios € a excisdo cirirgica. Em caes,
0s primeiros trés pares de glandulas drenam cranialmente e os quarto e quinto pares
caudalmente, embora possa haver comunicacdo linfatica entre glandulas adjacentes.
Teoricamente, isso faz necessaria a remocdo das glandulas adjacentes para a maioria dos
tumores e ampla remocdo para tumores em ramificagfes glandulares. A mastectomia
unilateral compreende a remogdo de todas as mamas da mesma cadeia e dos linfonodos
correspondentes. A resseccdo em bloco envolve a retirada da mama neoplésica, das mamas
com as quais possui conexdes linfaticas e dos linfonodos correspondentes (SILVA, 2006).

O estudo de formacdo de linfedema nas cadelas apds a mastectomia ainda ndo
possui dados conclusivos, mas o que se pode observar é que a formacdo de linfedema apds
procedimento cirdrgico é bastante freqliente quando visto em diferentes animais (ANDRADE,
M. F. C., 2003).
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2.4 ANGIOGENESE

Vasculogénese refere-se a formacdo de vasos sanguineos por progenitores
endoteliais; angiogénese e arteriogénese referem-se ao brotamento e subsequente
estabilizagdo desses “brotos” por células murais e, crescimento colateral denota o crescimento
expansivo de vasos pré-existentes, formando pontes colaterais entre redes arteriais. Tanto a
angiogénese capilar e o crescimento arterial sdo alvos de terapias, assim como capilares
distais distribuem o fluxo, enquanto arteriolas proximais fornecem o fluxo macico ao tecido
(CARMELIET, 2003).

Evidéncias recentes indicam que progenitores endoteliais contribuem com o
crescimento vascular tanto em embrides quanto em tecidos adultos isquémicos, malignos ou
inflamados, e podem até mesmo ser utilizados em terapias para estimular crescimento
vascular em tecidos isquémicos, um processo chamado “vasculogénese terapéutica”
(ASAHARA,; ISNER, 2002; LUTTUN; CARMELIET; CARMELIET, 2002; RAFII et al.,
2002). Células endoteliais (CE) diferenciam-se a partir de angioblastos nos embrides
(MIKKOLA; ORKIN, 2002) e a partir de células progenitoras endoteliais (CPE),
mesoangioblastos, células progenitoras adultas multipotentes, ou de células na medula 6ssea
de adultos (ASAHARA; ISNER, 2002; LUTTUN; CARMELIET; CARMELIET, 2002;
MIKKOLA,; ORKIN, 2002; RAFII et al., 2002; REYES et al., 2002). CPEs podem também
contribuir com crescimento vascular pela liberacdo de fatores de crescimento angiogénicos
(REHMAN et al., 2003).

O VEGF estimula a angiogénese fisiologica e patoldgica de uma maneira dose-
dependente e, portanto, esta sendo avaliado para terapia pro e anti-angiogénese (FERRARA,;
GERBER; LECOUTER, 2003). Ele possui importante papel na angiogénese e
permeabilidade vascular no periodo de implantacdo embrionaria. Portanto, reconhecer o
mecanismo molecular que regula a formacdo de vasos patoldgicos, sanguineos e linfaticos é
de extrema importancia (ALMEIDA, 2008).

H& mais de trinta anos, Folkman em 1971, propds o conceito de controle do leito
vascular — estimulagcdo ou inibicdo do crescimento de novos vasos, como uma alternativa
terapéutica para diversas condicdes clinicas.

Em pouco tempo, o controle da angiogénese passou a ser considerado como um
dos pontos estratégicos na luta contra o cancer e inUmeras pesquisas voltaram-se nesta direcdo
(LUCENA; YAMANE, 2008).
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Em humanos, a angiogénese ocorre tanto em situagdes fisioldgicas, como a
embriogénese e 0 processo de reparacdo tecidual, quanto patologicas (CARMELIET, 2003).
O crescimento tumoral e metastatico, a degeneracdo macular relacionada a idade, a artrite
reumatdide e a retinopatia diabética sdo exemplos de doencas em que a angiogénese € parte
fundamental do mecanismo fisiopatoldgico (LUCENA; YAMANE, 2008).

O processo de angiogénese sanguinea e linfatica € muito bem regulado por vérios
fatores angiogénicos chaves. Esses fatores, incluindo FGF (fator de crescimento
fibroblastico), VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas) e familias de angiopoetinas, modulam tanto o crescimento vascular
linfatico quanto o crescimento vascular sanguineo (CAO et al., 2004).

2.5 LINFANGIOGENESE

E a formacéo de novos vasos linfaticos junto a vasos linfaticos pré-existentes, em
que se pensa ser um método semelhante ao desenvolvimento dos vasos sanguineos ou
angiogénese (ALMEIDA, 2008).

O desenvolvimento do sistema linfatico do embrido foi estudado em animais
vivos através de seccdes seriadas e métodos de injecdo. Esses estudos demonstraram que 0sS
sacos linfaticos sdo a origem do sistema nas aves e mamiferos (incluindo seres humanos) e
que o seu desenvolvimento acontece em intima associacdo com o sistema venoso. De acordo
com a sua localizacdo especifica, os sacos linfaticos denominam-se como jugulares,
subclavicos, posterior e retroperitoneal, além da cisterna do quilo (ANDRADE, M., 2008).

Somente na década de 1950 foram feitos avancos em relacdo ao envolvimento
linfatico em diversos tipos de céancer. Iniciou-se 0 uso de radiois6topos para mapear e
entender qual era a drenagem linféatica do 6érgdo acometido pela neoplasia (LALONI, 2008). A
técnica de identificagdo dos vasos linfaticos possibilitou a confirmacdo de que estes sdo
fundamentais para o desenvolvimento das metéastases e de outros processos patoldgicos. A
partir dessa descoberta intensificou-se a pesquisa clinica e cientifica em relacdo a importancia
e a busca de alvos terapéuticos em oncologia.

Quando um linfonodo é ressecado, ocorre um processo de linfangiogénese e, em
muitos casos, a capacidade de transporte dos novos vasos formados parece suficiente para

prevenir a manifestacdo clinica do edema (LALONI, 2008). A questdo é conhecer se 0s
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parametros normais acompanham ou ndo tal processo. Essa resposta pode ser importante,
sendo presumivel que qualquer alteracdo sutil de transporte linfatico pode alterar a drenagem
linfatica do tecido e, consequentemente, aumentar o risco de desenvolvimento do linfedema
(LOPRINZI et al., 1999).

A regeneracdo dos vasos linfaticos interrompidos através das anastomoses
linfolinfaticas é sensivel a alterada formacdo cicatricial, seroma p6s-operatorio, radioterapia e
exercicios precoces inadequados para a reabilitacdo do ombro, sendo fatores de prejuizo a
esse processo de neoformacdo (ALMEIDA, 2008). Tecidos menos prejudicados em cirurgias
menos agressivas permitem novas conexdes linfolinfaticas. A restauracdo do fluxo linfatico €
beneficiada pela boa cicatrizagdo tecidual, pela imobilizacdo do ombro ipsilateral a cirurgia,
pela drenagem linfatica manual e pela contracdo muscular.

A regulacdo do desenvolvimento dos sistemas linfatico e sanguineo é feita por
uma série de sinalizadores e receptores celulares. Os sinalizadores mais importantes
pertencem a uma familia de glicoproteinas: o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF).

2.6 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) é um potente indutor de
proliferacdo e migracdo de células endoteliais (CE) in vitro assim como de inflamac&o in vivo
(BERNATCHEZ; SOKER; SIROIS, 1999).

Os VEGF sdo os reguladores priméarios da proliferacdo endotelial, angiogénese,
vasculogénese e permeabilidade vascular (FERRARA; ALITALO, 1999). Sdo subdivididos
em VEGF A, B, C, D e E, que se ligam a receptores tirosina e quinase especificos de
membrana, os vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR-1/Fltl), 2 (VEGFR-
2/FIk1/KDR) e 3 (VEGFR-3/FIt4). A ativacdo do VEGFR-2 pelo VEGF é considerada a
principal via para a angiogénese e a mitogénese das células endoteliais (DUMONT et al.,
1998).

Experimentalmente observa-se que a expressdo exagerada destas vias de
sinalizadores e receptores se traduz em hiperplasia do sistema linfatico, enquanto que a sua
inibicdo leva a hipoplasia linfatica (JUSSILA; ALITALO, 2002).
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Em tecidos adultos, a expressdo de VEGFR-3 ocorre principalmente no endotélio
linfatico. O VEGFR-3 se liga a dois membros conhecidos da familia dos sinalizadores
VEGFC e VEGFD e tem funcéo critica na remodelacdo dos vasos de embrides. Mais tarde,
durante o desenvolvimento, 0 VEGFR-3 regula o crescimento e a manutencdo dos vasos
linfaticos. A estimulacdo isolada do VEGFR-3 estimula o crescimento e a migragdo do
endotélio linfatico (KAIPAINEN et al., 1995; CHILOV et al., 1997).

Evidéncias diretas sobre o papel do VEGFC na promoc¢do da linfangiogénese
ocorrem em estudos com camundongos transgénicos com super-expressao de VEGFC sob o
controle do promotor queratina 14 (K14), que dirige a expressdo transgénica aos
queratinocitos basais da pele. Camundongos K14-VEGFC demonstram uma hiperplasia
pronunciada de vasos linfaticos cutaneos, enquanto que o crescimento de vasos sanguineos
nao é afetado (SAHARINEN; PETROVA, 2004).

2.6.1 Administracédo de VEGFC como agente terapéutico

Abordagens terapéuticas existentes para o linfedema ndo tém a capacidade de
lidar com a fisiopatologia molecular subjacente (NAKAMURA; ROCKSON, 2008); como
conseqiiéncia, a pratica atual de tratamento pode introduzir apenas atrasos modestos na
evolucdo de sequelas em fase terminal da doenca.

Nos Ultimos anos, tem havido um interesse crescente na aplicacdo dos principios
moleculares para terapéutica de linfedema (AN; ROCKSON, 2004; NAKAMURA,;
ROCKSON, 2008; SHIN; ROCKSON, 2008). Em particular, a identificacdo dos componentes
moleculares do desenvolvimento linfatico tornou viavel gerar modelos moleculares para a
linfangiogénese (AN; ROCKSON, 2004). Assim como terapias com fator de crescimento
Karkkainen et al. (2001) demonstraram reversdo do linfedema em camundongos Chy,
modelando a insuficiéncia linfatica hereditaria do tipo Milroy. O aumento terapéutico de
ligantes de fatores de crescimento também tem sido descrito em situacdes experimentais de
incompeténcia linfatica adquirida e linfedema secundario (SZUBA; ROCKSON, 1998;
YOON et al., 2003; CHEUNG et al., 2006; SAITO et al., 2006).

Embora o papel contributivo da linfangiogénese induzida por fatores de
crescimento permanegcam controversos (GOLDMAN et al., 2005), Jin et al. (2009) e outros
(SZUBA; ROCKSON, 1998; KARKKAINEN et al., 2001; YOON et al., 2003; SAARISTO
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et al., 2004; CHEUNG et al., 2006; SAARISTO et al., 2006; TAMMELA et al., 2007)
demonstram o beneficio terapéutico do aumento de VEGFC em uma variedade de pequenos
modelos animais de deficiéncias anatdbmica e funcional dos vasos linfaticos.

Estudos moleculares recentes comecaram a elucidar a base para a linfangiogénese,
que pode ser estimulada por varias citocinas, incluindo VEGFC (LEAK; JONES, 1994; OH et
al., 1997). VEGFC, o primeiro ligante a ser descoberto para o VEGFR3 (FLT4), é um
membro da familia VEGF de fatores de crescimento polipeptidicos. VEGFC se liga a
receptores de células endoteliais VEGFR2 (Flkl) e VEGFR3 (APRELIKOVA et al., 1992;
GALLAND et al.,, 1992; JOUKOV et al., 1996; LEE et al., 1996). Apesar do VEGFR3
desempenhar um papel fundamental para o desenvolvimento celular endotelial vascular e
linfatico, sua expressdo fica limitada ao endotélio linfatico nos estagios finais de
desenvolvimento (KAIPAINEN et al., 1995; KUKK et al., 1996; BAUMGARTNER et al.,
1998). A superexpressdo do cDNA de VEGFC na pele de camundongos transgénicos induziu
a proliferacdo de células endoteliais linfaticas e hiperplasia da vascularizacdo linfatica e o
VEGFC recombinante estimulou especificamente a linfangiogénese na membrana
corioalantdide (OH et al., 1997; JELTSCH et al., 1997). Recentemente, evidéncias diretas da
ligagdo entre VEGFR3 e linfedema foram encontradas: foi relatado que o linfedema
hereditario humano esta associado com uma mutacdo heterozigdtica do gene do FLT4, o que
conduz a uma sinalizagdo insuficiente de VEGFC (FERRELL et al., 1998; KARKKAINEN et
al., 2000). Além disso, foi demonstrado gque a injecdo subcutanea de adenovirus que codifica
VEGFC poderia gerar vasos linfaticos na pele de camundongos normais (ENHOLM et al.,
2001) e em um modelo de camundongos (Chy) de linfedema priméario (KARKKAINEN et al.,
2001).



3 ODbjetivos
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3 OBJETIVOS

Analisar o efeito da cirurgia de retirada do linfonodo inguinal esquerdo na pele da
mesma regido e no membro pélvico esquerdo na formacdo de vasos linfaticos e a
revascularizacdo in vivo.

Comparar o tempo de revascularizacdo com e sem o tratamento com VEGFC
exogeno.

Determinar um modelo animal para tratamento com VEGFC exo6geno pos-

cirdrgico.



4 Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 52 camundongos machos de 2
meses de idade, da linhagem Balb/C, alojados sob condi¢Ges de 23°C + 2°C de temperatura,
ciclo claro:escuro de 12 h:12 h (luz 7 h - 19 h), 4gua e alimentacéo ad libitum. Os animais
foram divididos em trés grupos, sendo que um grupo ndo foi submetido ao procedimento
cirurgico de retirada do linfonodo inguinal esquerdo (Grupo Controle), um grupo que passou
pelo procedimento cirdrgico para a retirada do linfonodo inguinal esquerdo (Grupo Cirurgia)
e um grupo que passou pelo mesmo procedimento cirtrgico, mas que recebeu tratamento com
VEGFC (Grupo Tratamento).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apbs a cirurgia, os grupos Controle, Cirurgia e Tratamento foram comparados
trés (03), nove (09), quinze (15) e trinta (30) dias para avaliar o0 nimero de vasos linfaticos
utilizando-se imunohistoquimica, seguida de contagem estereolégica. Também foi realizado o
PCR em tempo real para analise da expressdo génica do VEGFC e seu receptor FLT4. O
detalhamento do ndmero de animais por grupo avaliados nos 4 momentos do estudo encontra-

se a seguir e no gréfico 1.

Trés (03) dias apds cirurgia:

- Grupo Controle - animais que ndo passaram pela cirurgia (n=3)

- Grupo Cirurgia - animais que passaram pela cirurgia (n=5)

- Grupo Tratamento - animais que passaram pela cirurgia e receberam tratamento
com VEGFC (n=5)

Nove (09) dias apos cirurgia:

- Grupo Controle - animais que ndo passaram pela cirurgia (n=3)
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- Grupo Cirurgia - animais que passaram pela cirurgia (n=5)

- Grupo Tratamento - animais que passaram pela cirurgia e receberam tratamento
com VEGFC (n=5)

Quinze (15) dias ap0s cirurgia:

- Grupo Controle - animais que ndo passaram pela cirurgia (n=3)

- Grupo Cirurgia - animais que passaram pela cirurgia (n=5)

- Grupo Tratamento - animais que passaram pela cirurgia e receberam tratamento
com VEGFC (n=5)

Trinta (30) dias apos cirurgia:

- Grupo Controle - animais que ndo passaram pela cirurgia (n=3)

- Grupo Cirurgia - animais que passaram pela cirurgia (n=5)

- Grupo Tratamento - animais que passaram pela cirurgia e receberam tratamento
com VEGFC (n=5).

Gréfico 1 - Animais utilizados durante o experimento
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)
Legenda: Barras pretas: Grupo Cirurgia; barras brancas: Grupo Tratamento; barras cinzas: Grupo Controle.
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4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com uma mistura de
0,67mg/kg de xilazina e 0,33mg/kg de quetamina, diluidos em agua MiliQ. Em seguida, foi
feita uma inciséo vertical na regido inguinal esquerda, onde o linfonodo inguinal esquerdo,
vasos linfaticos e sanguineos adjacentes foram identificados. Eles foram, entdo retirados sem
danificar grandes vasos sanguineos periféricos, como a artéria e veia iliaca circunflexa
superficial (LIU et al., 2008). Durante o periodo pds-operatorio foi ministrado sulfato de
morfina subcutaneo, na dose de 5mg/kg como analgésico, a cada 8 horas, durante 24 horas.

Apbs 03 (trés), 09 (nove), 15 (quinze) e 30 (trinta) dias decorridos da cirurgia, 0s
animais foram eutanasiados com anestesia profunda (1 ml da mesma mistura de xilazina e
quetamina) e foi feita a coleta de material (pele adjacente a regido onde se localizava o
linfonodo inguinal, tanto do lado direito quanto do lado esquerdo; e ambos os membros
pélvicos).

Durante o periodo poOs-operatorio até o dia da eutandsia, os animais foram
observados para detec¢cdo da formacéo de linfedema na regido do membro pélvico.

O material obtido ap6s a eutandsia dos animais foi coletado em formol
tamponado, para realizar imunohistoquimica, e em nitrogénio liquido, passando em seguida

para congelamento em -80°C, para a realizacdo do PCR em tempo real.

4.4 MARCACAO DE VEGFC E FLT4 POR IMUNOHISTOQUIMICA

O material obtido da intervencéo cirtrgica consistiu de tecido fibroadiposo, onde
estavam inclusos os vasos linfaticos e o linfonodo inguinal. J& o material obtido apo6s a
eutanasia dos animais era composto por pele e tecido adiposo da regido adjacente ao
linfonodo retirado e da regido contralateral, e a musculatura e tecido adjacente de ambos os
membros pélvicos (Figuras 01 a 04). O material coletado foi conservado em formol
tamponado, permanecendo nele por vinte e quatro horas. Em seguida, foi realizado
procedimento de desidratacdo em sequéncia crescente de etanol (70%, 90% e absoluto) e xilol
(etanol/xilol, xilol 1 e 1I), sendo entdo o material incluso em parafina. Os cortes teciduais (4

um) ja nas laminas foram desparafinizados em xilol (I e 1), reidratados em uma série de
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etanol em concentracBes decrescentes (absoluto 1 e Il, 90%, 70%) e &gua destilada. Em
seguida incubados em tampdo citrato a temperatura ambiente (5 minutos) e em microondas (3
vezes de 5 minutos) para exposi¢do de epitopos. Para estabilizacdo dos epitopos, as laminas
com os cortes teciduais permaneceram em temperatura ambiente (em tampdo citrato) por 20
minutos, para resfriamento. Em seguida, as laminas foram montadas em suportes de modo a
permanecerem em posicao vertical, levemente inclinadas para trés. A atividade da peroxidase
enddgena foi blogueada com 4 gotas de Peroxidase Block 3% (DAKO®) em cada lamina no
suporte por 15 minutos a temperatura ambiente em camara Umida. Para reducéo das ligacOes
inespecificas, as laminas foram lavadas trés vezes com ICC (solucdo tampdo fosfato com
Triton X-100) e, entdo, incubadas com 4 gotas de solucdo bloqueadora de proteinas Protein
Block (DAKO®) por 15 minutos a temperatura ambiente em cdmara Umida, também
utilizando-se o suporte. Em seguida, as secgdes foram incubadas por 16 horas a 4°C com
anticorpos contra as proteinas em estudo, VEGFC (Bioss Inc., Woburn, MA, EUA) e FLT4
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, EUA). Ap6s as 16 horas de incubacgdo, as
laminas no suporte foram novamente lavadas 3 vezes com ICC e, entdo, foram aplicadas 4
gotas do anticorpo secundario (DAKO®) por 15 minutos a temperatura ambiente em camara
Umida, utilizando-se o suporte. Em seguidas, as laminas foram novamente lavadas 3 vezes
com ICC e posteriormente foram aplicadas 4 gotas do complexo peroxidase-estreptovidina-
biotina (DAKO®) para amplificagdo da reacdo, por 15 minutos a temperatura ambiente em
camara umida. As laminas foram mais uma vez lavadas 3 vezes com ICC e, entdo retiradas do
suporte, uma a uma, e colocadas sobre a bancada na posi¢do horizontal. A reacdo foi
evidenciada por incubacdo com Diaminobenzidina (DAKO®) por 1,5 minuto,
aproximadamente. Apo6s 3 lavagens com agua destilada (5 minutos cada), as ldaminas foram
contra-coradas com hematoxilina durante 10 segundos, lavadas em agua corrente durante 5
minutos, novamente desidratadas em ordem crescente de etanol e montadas com solucédo

selante Permount e laminula.
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Figura 1 - Pele da regido inguinal esquerda sendo retirada apds eutanasia do animal

Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)
Legenda: Seta: tela subcutanea, onde pode ser visualizado tecido adiposo e vasos sanguineos; os vasos linfaticos
ndo sdo visiveis.

Figura 02 - Musculos do Membro Pélvico do camundongo, vista lateral esquerda

Fonte: POPESKO, P. A Colour Atlas of The Anatomy of Small Laboratory Animals, 2002, p. 109.

Legenda: 32. Musculo Glateo Superficial; 33. Mdsculo Tensor da Fascia Lata; 34. Musculo Reto Femoral; 35.
Mdsculo Biceps Femoral; 36. Mdsculo Semitendineo; 37. Cabeca Lateral do Musculo Gastrocnémio;
38. Musculo Flexor Longo do Digito I; e 39. Mdsculo Extensor Digital Longo.
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Figura 3 - Musculos do Membro Pélvico Esquerdo do camundongo, vista lateral
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Membro Pélvico
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Fonte: POPESKO, P. A Colour Atlas of The Anatomy of Small Laboratory Animals, 2002, p. 162.

Legenda: 1. Musculo Glateo Superficial; 2. Masculo Gluteo Médio; 3. Musculo Reto Femoral; 4. Musculo Vasto
Lateral; 5. Musculo Tensor da Fascia Lata; 6. Féscia Lata; 7. Mdsculo Biceps Femoral; 8. Féscia
Crural; 9. Muasculo Adutor; 10. Mdsculo Semimembranaceo; 11. Mdsculo Semitendineo; 12. Cabeca
Lateral do Musculo Gastrocnémio; 13. Tenddo do Musculo Triceps; 14. Musculo Flexor Longo do
Dedo I; 15. Musculo Extensor Digital Lateral; 16. Musculo Extensor Digital Longo; 17. Musculo
Tibial Cranial; 18. Tenddo do Musculo Fibular Longo; 19. Nervo Tibial e Veia Femoral Caudal; 20.
Ramos Craniais da Veia Safena Lateral; 21. Ramos ascendentes da Veia Femoral Caudal; 22. Ramos
musculares para 0 M. Semimembranaceo e Linfonodo Popliteo; 23. Veia Isquidtica; 24. Veia Safena
Lateral; 25. Ramos Caudais da Veia Safena Lateral; 26. Ramos musculares do Nervo Isquiatico; 27.
Nervo Isquidtico; 28. Nervo Cutdneo Caudal e Artéria Femoral Caudal; 29. Veia Caudal Lateral.
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Figura 4 - Musculos do Membro Pélvico Direito do camundongo, vista medial

Regiao Proximal do
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Fonte: POPESKO, P. A Colour Atlas of The Anatomy of Small Laboratory Animals, 2002, p. 163.

Legenda: 1. Muasculo Coccigeo Dorsal; 2. Masculo Coccigeo Ventral; 3. Porgdo Intrapélvica do Musculo
Obturador Externo; 4. Musculo Psoas Menor; 5. Musculo Psoas Maior; 6. Musculo Tensor da Fascia
Lata; 7. MUsculo Reto Femoral; 8. Musculo Pectineo; 9. Musculo Vasto Medial; 10. Musculo
Adutor; 11. Musculo Grécil; 12. Musculo Semimembranaceo; 13. Musculo Semitendineo; 14.
Cabeca Medial do Muasculo Gastrocnémio; 15. Mdsculo Tibial Caudal; 16. Mdsculo Flexor Longo
do Dedo I; 17. Tibia e Musculo Flexor Longo dos Dedos; 18. Artéria e Veia lliaca Externa direita;
19. Tronco Pudendoepigéstrico e Veia Pudendoepigastrica; 20. Nervo, Artéria e Veia Femorais; 21.
Veia Femoral Caudal e Ramo muscular do Nervo Femoral; 22. Inser¢do do Musculo Sartério; 23.
Nervo Safeno e Artéria Safena, Veia Safena Medial; 24. Artéria, Veia e Nervo Obturador; 25.
Artéria e Veia Pudenda Interna; 26. Artéria e Veia Perineal Ventral, Nervo Perineal Superficial; 27.
Musculo Lombossacro Ventral; 28. Misculo Lombossacro Dorsal Lateral; 29. Linfonodos Iliacos
laterais.
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4.5 ESTEREOLOGIA DE VASOS LINFATICOS

A estereologia € baseada nas consideracdes geomeétricas e estatisticas e permite a
obtencdo de estimativas de volumes, superficies, comprimentos e o nimero das estruturas de
interesse a partir de cortes bidimensionais (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011).

Para que fossem realizadas as analises estereoldgicas, foram retiradas amostras de
pele e membro pélvico (MP) de cada animal, que foram fixadas em solucdo de formol 4%
tamponado em PBS por 24 horas e processadas por imunohistoquimica para detec¢do do
VEGFC para a visualiza¢do dos vasos linfaticos, conforme descrito anteriormente.

A estereologia € um método que obtém informacBes quantitativas em estudo
tridimensional, de largura, comprimento e espessura. Os sistemas testes empregados na
estereologia sdo constituidos de linhas teste, pontos teste e areas teste, de comprimento (Lt),
namero (P1) e &rea (Ar) conhecidos. Estes sistemas sdo empregados para a obtencdo de
informacdes necessérias para a estimativa de varidveis estereoldgicas como a densidade de
volume (V) e a densidade de comprimento (Lv) (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

As imagens obtidas foram analisadas ap6s sobreposicdo da area teste pelo
programa Stepanizer (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011). Desta forma, os vasos linfaticos
foram contados dentro de uma area conhecida, chamada area teste (A). De forma a evitar a
superestimacdo dos vasos, foram consideradas 2 linhas de proibicdo (continuas) para
contagem dos vasos que tocam estas linhas, e 2 linhas de permissédo (pontilhadas) (Figuras 05
e 06).

A variavel densidade de volume vascular linfatico (Vv), expressa em porcentagem

(%), foi estimada segundo a formula:

V= Pp/Py

Onde,
Pp - nimero de pontos teste que tocam vasos linfaticos
Pt - nimero total de pontos teste contidos no sistema teste (100)
A variavel densidade de comprimento vascular linfatico (Lv), expressa em

mm/mm?, foi estimada segundo a férmula:
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Lv = 20VA)

Onde,
N - nUmero de vasos dentro da area teste
Ar - &rea teste (99.404,4586pm?)

Figura 5 - Representacdo de uma area teste (A1) com 100 pontos teste e a esquematizagdo de contagem dos vasos
marcados com anticorpo VEGFC que tocam estes pontos
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Figura 6 - Representacdo de uma area teste (A7) com as linhas de proibicéo e permissao e a esquematizacédo de
contagem dos vasos linfaticos marcados com anticorpo VEGFC dentro da At na interface do
programa Stepanizer
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)

4.6 AVALIACAO DE EXPRESSAO DE RNAmM

4.6.1 Extracao e purificagdo do RNA total

Fragmentos de aproximadamente 10 mg foram obtidos das diferentes regides
(proximal, média e distal) dos membros pélvicos esquerdos dos camundongos, que foram
imediatamente submersos em nitrogénio liquido. Para extracdo do RNA total as amostras
foram colocadas em 1 ml de Trizol® (Life Technologies, EUA) em cada tubo de polipropileno
de 1,5 ml e homogeneizados vigorosamente com uso do homogeneizador de tecidos

(Polytron®, EUA). As amostras foram ent#o centrifugadas durante 10 minutos, a 11500 rpm e
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temperatura de 4°C. Foi retirada a parte liquida (sobrenadante), sendo descartado o pellet
formado. As amostras foram entdo mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente (15 °C a
30°C). Apos este periodo, foram acrescidas de 200 pl de cloroférmio e agitadas em vortex
durante 10 segundos. A agitacdo foi seguida de uma nova incubacdo a temperatura ambiente
por 3 minutos e centrifugacdo a 11500 rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C. O
cloroférmio € responsavel pela separacdo da amostra em duas fases, sendo uma organica ou
aquosa e outra inorganica. O RNA total permaneceu solubilizado exclusivamente na fase
aquosa, representada pelo sobrenadante transparente resultante da centrifugacao.

Na etapa de precipitacdo do RNA total, a fase aquosa obtida anteriormente foi
transferida para um novo tubo de polipropileno e acrescida de &lcool isopropilico na
proporcéo de 0,5 ml de isopropanol para cada 1 ml de Trizol utilizado na homogeneizacéo.
Esta mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 11500 rpm
durante 10 minutos a temperatura de 4°C. O Alcool isopropilico é o responsavel pela
precipitacdo do RNA total. Desta forma, dependendo da quantidade de RNA total contido na
amostra, pode-se observar um pellet no fundo do tubo apds a centrifugacéo.

Na etapa de lavagem do RNA total, o sobrenadante foi removido e descartado,
sendo em seguida acrescido de 1 ml de etanol a 75% por tubo para cada 1ml de Trizol®
utilizado na homogeneizacdo. O tubo contendo etanol foi invertido algumas vezes para
lavagem da amostra seguida de centrifugacdo a 9000 rpm durante 5 minutos a temperatura de
4°C,

4.6.2 Transcrigao reversa

Para a construcdo de cDNA foi utilizado o kit Sensiscript RT® (Qiagen,
cat205213, EUA), cujo protocolo iniciou-se pela adicdo de lug de RNA total e agua
deionizada livre de RNases para um volume final de 7 pl em microtubo estéril. Em seguida
adicionou-se 1 pl de tampdo DNase 10X e 1 pl de DNase 1® (Life Technologies, cat18068-
015, EUA). As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, para a inativacdo da atividade DNAse foi acrescido 1 ul de EDTA
25mM e a solucdo foi incubada a 65°C durante 10 minutos.

Apbs a Gltima incubagdo adicionou-se & soluc&o 2 pl de Oligo dT*® 10uM (IDT,
EUA), 2 ul de dNTP 5mM, 2 pl de agua deionizada livre de RNases, 1 pl de RNase Out®
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40U/ul (Life Technologies, cat10777-019, EUA), 2 ul de tampéo para atividade da sensiscript
e 1 pl da enzima sensiscript. As reagdes foram homogeneizadas e incubadas a 37°C durante
60 minutos. Apds este processo as amostras foram armazenadas a -20°C para posterior analise

de expressao génica.

4.6.3 Avaliacéo da expressao génica pelo PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real (QPCR) foram realizadas em um fluorometro
automatizado (ABI PRISM™ 7500, Life Technologies, USA), usando placas épticas de 96
pocos. O sistema adotado para a deteccdo da expressao génica do VEGFC e seu receptor
FLT4 foi o sistema Tagman, que por utilizar uma sonda fluorescente possibilita a deteccéo de
um produto especifico da PCR conforme esse se acumula durante os ciclos da reacdo. Uma
sonda (oligonucleotideo) é construida no sistema Tagman contendo um corante reporter
fluorescente na extremidade 5~ e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3". Se a
seqliéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo apds a seqliéncia de um dos primers e é
clivada através da atividade da nuclease 5" da Taq DNA polimerase enquanto o primer é
estendido. Esta clivagem da sonda separa o corante reporter do corante quencher,
aumentando o sinal do corante reporter. Moléculas adicionais do corante reporter sdo
clivadas de suas respectivas sondas em cada ciclo, resultando em um aumento na intensidade

de fluorescéncia, que é proporcional a quantidade de amplicon produzido.

4.6.4 Reacdo de PCR em tempo real

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Inicialmente, os cDNAs foram
diluidos em &gua livre de RNases na proporcdo de 1:16. Em seguida, foi preparado um mix
para cada gene estudado, sendo acrescentados 6,25 pl de TagMan® PCR MasterMix (Life
Technologies, EUA), 3,25 ul de agua deionizada livre de RNases e 0,5 pl conjunto de primer
e sonda. Foram pipetados 10 pl deste mix em cada pogo correspondente na placa e
acrescentados 2,5 pl da respectiva amostra de cDNA. Apos pipetar todas as amostras nos

pocos, a placa foi coberta por um adesivo optico especifico, submetida a centrifugacédo rapida
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(inferior a 10 segundos) e levada ao aparelho de PCR. A reacdo de amplificagéo foi iniciada
por 2 minutos a 50°C ativando a uracil N- glicosilase que degrada os residuos de RNA e 10
minutos a 95°C para ativacdo da polimerase, seguida por 40 ciclos de denaturacdo das fitas de

cDNA a 95°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto.

4.6.5 Determinacdo da eficiéncia dos primers

Os primers utilizados nas reacoes de PCR em tempo real para VEGFC
(MmO01202432_m1), FLT4 (Mm00433354 ml), e o gene de referéncia beta-actina
(MmO00607939_s1) foram comprados e listados na tabela 1.

Tabela 1 - Primers para VEGFC, FLT4, e beta-actina murino para PCR em tempo real

Gene Sequéncia Genbank Tamanho
Amplicon
(pb)
VEGFC Senso néo fornecida AK047844.1 80
Antisenso
CACCATCAAACATGCAGTTGTTACA
FLT4 Senso néo fornecida BC138346.1 78
Antisenso

TCCACCTCCATGTTTGAGGACTATC

Beta- Senso ndo fornecida AK078935.1 115
actina Antisenso
ACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTC

A eficiéncia dos primers foi testada para verificar se os pares de primers
apresentavam eficiéncia proxima a 100%. A eficiéncia de amplificagdo da PCR é a taxa na
qual um amplicon de PCR é gerado, se este dobrar em quantidade a cada ciclo durante a fase

geométrica da amplificacdo da PCR, entdo a PCR apresentou 100% de eficiéncia. O slope de
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uma curva padrdo é comumente usado para estimar a eficiéncia de amplificacdo de uma
reacdo de PCR em tempo real. Uma curva padrdo de PCR em tempo real é representada como
um grafico de regressdo linear semi-log do valor CT em comparagdo ao log da quantidade
inicial do acido nucléico. Um slope da curva padrdo de —3,32 indica uma reacdo de PCR com
100% de eficiéncia, ou seja, produziu um aumento de 10 vezes no amplicon da PCR a cada
3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificacdo (log, 10 = 3,3219).

Uma curva padrédo foi construida com cDNA, sendo os pontos da curva 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, representando respectivamente as quantidades de cDNA, 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,0625, 0,03125 ug. As reagdes foram otimizadas conforme descritas no item 4.6.4.

Apos obtido o slope da curva, foi calculada a estimativa de eficiéncia (E, em %)

do ensaio:
E = (10 **"°P*_1) x 100

A partir deste calculo foi possivel confirmar eficiéncias de todos os primers entre
de 98% a 100%.

4.6.6 Determinagéo do threshold

O threshold é o ponto de sinal reporter que € usado para determinacdo dos ciclos
threshold nos ensaios de Real Time. O threshold deve ser ajustado dentro da regido de
crescimento exponencial de uma curva de amplificacdo. O namero do ciclo no qual o sinal
fluorescente associado a um acimulo de amplicon cruza o threshold é referido como ciclo
threshold.

Para determinacéo dos thresholds que possibilitaram a comparagédo entre todos 0s
grupos, a primeira reacdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando amostras dos grupos
Controle e Cirurgia nos diferentes periodos do estudo. A analise do ciclo threshold médio de
cada amostra foi realizado por meio do programa LingReg PCR (RAMAKERS et al., 2003a;
b). Em seguida, foi obtida a média de todos os ciclos threshold de um mesmo grupo para cada

gene.
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Os thresholds do VEGFC e FLT4 foram respectivamente, 0,0854708; 0,1333521.
Eles foram utilizados para a obtencgéo dos valores de CT de todas as amostras com a utilizagdo
do programa ABI PRISM™ 7500 (Life Technologies, USA).

4.6.7 Quantificacéo relativa do gene alvo no PCR em tempo real

Para determinar a quantificacdo relativa do gene alvo em comparagdo com um
gene de referéncia foi utilizada a expresséo relativa ratio (R). Ela € calculada com base na
eficiéncia (E) e no CP de um gene alvo versus um gene controle e é expressa em comparagao

com um gene de referéncia:

I:E . :]ﬁr:FEivﬁ,::ronrroie—cmmrrcj
airo

ratio = E . ACP o plControle —amostra)
': re,r:] ’

Onde,

Eano - Eficiéncia do gene alvo

Erf - Eficiéncia do gene de referéncia

ACPqyo - CT do controle menos o CT da amostra do gene alvo

ACPre - CT do controle menos o CT da amostra do gene de referéncia

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente os dados foram analisados quanto a normalidade de sua distribuicdo
pelo teste de normalidade Anderson-Darling (InStat, Califérnia, EUA). Os dados
apresentaram distribuicdo normal, portanto paramétrica, e consequentemente foi aplicado o
teste One Way ANOVA seguido do pos teste de comparagfes multiplas de Tukey-Kramer
(GraphPad Prism 5 Software Inc., San Diego, EUA) para comparagdes entre mais de 3
grupos. Para a comparacéo entre 2 médias fez-se uso do teste t de Student (InStat, Califérnia,
EUA). Os resultados foram apresentados por média + desvio padrdo, sendo considerados
resultados significativos quando p<0.05.



5 Resultados
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5 RESULTADOS

As proteinas VEGFC e FLT4 foram detectadas por meio de imunohistoquimica
nas diferentes regides do membro pélvico esquerdo de camundongos submetidos a cirurgia,
com e sem tratamento com VEGFC, e seus respectivos controles, ao longo do periodo de
estudo (03, 09, 15 e 30 dias). As imunohistoquimicas dos grupos Controle podem ser
observadas no Apéndice A (Figura 11).

Quando comparadas as imunohistoquimicas com marcagdo do anticorpo VEGFC
dos grupos Cirurgia e Tratamento dos dias 03 e 09, pode-se observar uma menor marcagédo
dos vasos linfaticos nas regides média e distal do membro pélvico esquerdo dos animais do
grupo do dia 03 em relacdo as mesmas regides do grupo do dia 09, porém essa diferenca ndo
foi observada na regido proximal do membro pélvico esquerdo (Figura 7). No entanto, quando
se observam os sinais positivos para VEGFC nas mesmas regifes no grupo que recebeu
tratamento com VEGFC, pode-se notar um aumento na intensidade da marcacgéo, tanto para o

grupo do dia 03 quanto para o grupo do dia 09.
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Figura 7 - Imunohistoquimica para VEGFC (dilui¢do 1:400) em musculatura de membros pélvicos esquerdos

Dia 03

Cirurgia

Dia 03
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Dia 09
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Dia 09

Tratamento

Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)

de camundongos, representando 5 animais de 4 dos grupos experimentais, sendo do grupo
eutanasiado 3 dias apds a cirurgia e do grupo eutanasiado 9 dias ap6s a cirurgia tratados ou ndo com
VEGFC

Regido Proximal Regido Média Regido Distal

Legenda: (A) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apds a cirurgia, sendo o masculo Gldteo

Médio presente na imagem; (B) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apés a cirurgia,
sendo o musculo Vasto Medial presente na imagem; (C) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo,
3 dias apds a cirurgia, sendo o musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (D) Regido
Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apds cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o
musculo Glateo Médio presente na imagem; (E) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias
apds cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o mlsculo Vasto Medial presente na imagem; (F)
Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias ap0s cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o
musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (G) Regido Proximal do Membro Pélvico
Esquerdo, 9 dias apds a cirurgia, sendo o musculo Reto Femoral presente na imagem; (H) Regido
Média do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a cirurgia, sendo o musculo Vasto Medial presente
na imagem; (I) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a cirurgia, sendo a Cabeca
Lateral do Musculo Gastrocnémio presente na imagem; (J) Regido Proximal do Membro Pélvico
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Esquerdo, 9 dias ap0s cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o musculo Reto Femoral presente na
imagem; (K) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s cirurgia e tratamento com
VEGFC, sendo 0 musculo Vasto Medial presente na imagem; (L) Regido Distal do Membro Pélvico
Esquerdo, 9 dias apds cirurgia e tratamento com VEGFC sendo a Cabeca Lateral do Mdusculo
Gastrocnémio presente na imagem. As setas indicam os vasos linfaticos; As setas pontilhadas indicam
Tecido Muscular. Insert na figura L corresponde ao controle negativo. Contracoloragdo com
Hematoxilina. Barras de 50 ou 100um.

Quando comparadas as imunohistoquimicas com marcacao do anticorpo VEGFC
dos grupos dos dias 03 e 15, pode-se também observar uma menor marcacdo dos vasos
linfaticos em todas as regides do membro pélvico esquerdo dos animais do grupo do dia 03
em relacdo ao grupo do dia 15, ambos sem tratamento. Esse fato também pode ser observado
guando comparados resultados das imunohistoquimicas dos grupos do dia 03 e do dia 30,
ambos sem tratamento.

Quando é feita a comparacdo em relacdo aos grupos sem tratamento dos dia 09 e
dia 15, ndo é possivel notar uma diferenca significativa na marcacdo do anticorpo VEGFC
nas imunohistoquimicas referentes a esses dias. No entanto, quando é feita a comparacédo
entre os grupos sem tratamento dos dias 09 e 30, pode-se observar um aumento na marcagao
da regido distal do membro pélvico do dia 30 em relagdo ao dia 09.

Quando comparadas as imunohistoquimicas com marcacao do anticorpo VEGFC
dos grupos sem tratamento dos dias 15 e 30, pode-se observar um aumento da marcacdo dos
vasos linfaticos na regido distal do membro pélvico esquerdo dos animais do grupo do dia 30
em relacdo a mesma regido do grupo do dia 15, porém essa diferenca ndo foi observada na
regido proximal e distal do membro pélvico esquerdo (Figura 8). Assim como acontece nos
grupos com tratamento com VEGFC dos dias 03 e 09, a marcacdo nos grupos tratados dos
dias 15 e 30 também é mais intensa quando comparados com 0s grupos que sofreram a
cirurgia e ndo foram tratados com o VEGFC.



Figura 8 - Imunohistoquimica para VEGFC (dilui¢do 1:400) em musculatura de membros pélvicos esquerdos de
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camundongos, representando 5 animais de 4 dos grupos experimentais, sendo do grupo eutanasiado 15
dias ap0s a cirurgia e do grupo eutanasiado 30 dias apds a cirurgia tratados ou ndo com VEGFC

Regido Proximal Regido Média Regido Distal

Fonte: Ferréo, J. S. P. (2013)
Legenda: (A) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap0s a cirurgia, sendo o muasculo Reto

Femoral presente na imagem; (B) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias apds a
cirurgia, sendo o musculo Adutor presente na imagem; (C) Regido Distal do Membro Pélvico
Esquerdo, 15 dias ap06s a cirurgia, sendo o musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (D)
Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap0s a cirurgia e tratamento com VEGFC,
sendo o masculo Reto Femoral presente na imagem; (E) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo,
15 dias ap6s a cirurgia e tratamento, sendo o masculo Adutor presente na imagem; (F) Regido Distal
do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap6s a cirurgia e tratamento, sendo o musculo Flexor Longo
dos Dedos presente na imagem; (G) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias apds a
cirurgia, sendo o musculo Vasto Lateral presente na imagem; (H) Regido Média do Membro Pélvico
Esquerdo, 30 dias apds a cirurgia, sendo o musculo Vasto Medial presente na imagem; (1) Regido
Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias ap06s a cirurgia, sendo o musculo Flexor Longo do Dedo
presente na imagem; (J) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias ap0s a cirurgia e
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tratamento, sendo o musculo Vasto Lateral presente na imagem; (K) Regido Média do Membro
Pélvico Esquerdo, 30 dias apds a cirurgia e tratamento, sendo o mudsculo Vasto Medial presente na
imagem; (L) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias apds a cirurgia e tratamento. As
setas indicam os vasos linfaticos, sendo o musculo Flexor Longo do Dedo presente na imagem. (VS)
Vasos Sanguineos; As setas pontilhadas indicam Tecido Muscular. Insert na figura L corresponde ao
controle negativo. Contracoloragcdo com Hematoxilina. Barras de 50 ou 100um.

Quando comparadas as imunohistoquimicas com marcacdo do anticorpo FLT4 dos
grupos sem tratamento dos dias 03 e 09, pode-se observar que ndo ha uma distin¢cdo na marcacdo dos
vasos linfaticos nas regides estudadas do membro pélvico esquerdo dos animais do grupo do dia 03 em
relacdo as mesmas regides do grupo do dia 09 (Figura 9). No entanto, ao se comparar a regido distal
do membro pélvico dos animais dos grupos sem tratamento dos dias 03 e 15, pode-se observar que a
marcacdo é mais intensa no grupo do dia 15. Esse fato também pode ser observado quando
comparadas as imunohistoquimicas entre os animais dos grupos sem tratamento do dia 03 e
do dia 30.

Quando é feita a comparacdo em relacdo aos grupos sem tratamento dos dias 09 e
15, é possivel notar uma diferenca na marcacdo do anticorpo FLT4 nas imunohistoquimicas
referentes as regides média e distal do membro pélvico, sendo que as marcacgdes referentes ao
grupo sem tratamento do dia 09 apresentam-se menos intensas em relagdo as do grupo sem
tratamento do dia 15. Essa mesma diferenca também pode ser observada quando comparadas as

imunohistoguimicas dos grupos sem tratamento dos dias 09 e 30.
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Figura 9 - Imunohistoquimica para FLT4 (diluicdo 1:200) em musculatura de membros pélvicos esquerdos de
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Tratamento

camundongos, representando 5 animais de 4 dos grupos experimentais, sendo do grupo eutanasiado 3
dias ap0s a cirurgia e do grupo eutanasiado 9 dias ap0s a cirurgia

Regido Proximal Regido Média Regido Distal

Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)
Legenda: (A) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apos a cirurgia, sendo o musculo Glateo

Médio presente na imagem; (B) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias ap6s a cirurgia,
sendo o musculo Adutor presente na imagem; (C) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias
apos a cirurgia, sendo o musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (D) Regido Proximal
do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apds a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o musculo
Gluteo Médio presente na imagem; (E) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias ap6s a
cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o masculo Adutor presente na imagem; (F) Regido Distal
do Membro Pélvico Esquerdo, 3 dias apds a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o musculo
Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (G) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 9
dias apos a cirurgia, sendo o musculo Reto Femoral presente na imagem; (H) Regido Média do
Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a cirurgia, sendo o musculo Vasto Medial presente na
imagem; (1) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a cirurgia, sendo o masculo
Semimembranaceo presente na imagem; (J) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias
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apods a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o mUsculo Reto Femoral presente na imagem; (K)
Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a cirurgia e tratamento, sendo o musculo
Vasto Medial presente na imagem; (L) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 9 dias ap6s a
cirurgia e tratamento, sendo 0 musculo Semimembranaceo presente na imagem. As setas indicam o0s
vasos linfaticos. As setas pontilhadas indicam Tecido Muscular. Insert na figura L corresponde ao
controle negativo. Contracoloracdo com Hematoxilina. Barras de 50 e 100um.

Quando comparadas as imunohistoquimicas com marcagdo do anticorpo FLT4
dos grupos sem tratamento dos dias 15 e 30, pode-se observar um aumento da marcacdo dos
vasos linfaticos na regido distal do membro pélvico esquerdo dos animais do grupo do dia 30
em relacdo a mesma regido do grupo do dia 15, porém essa diferenca ndo foi observada na
regido proximal e média do membro pélvico esquerdo (Figura 10).

Ao se comparar as imunohistoquimicas para FLT4 dos grupos que receberam
tratamento com VEGFC, todos os grupos apresentaram uma marca¢do mais intensa nas
regibes do membro pélvico esquerdo dos camundongos em relacdo aos grupos que nao

receberam o tratamento com a mesma protel’na.
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Figura 10 - Imunohistoquimica para FLT4 (diluigdo 1:200) em musculatura de membros pélvicos esquerdos de
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Dia 30

Cirurgia
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camundongos, representando 5 animais de 4 dos grupos experimentais, sendo do grupo eutanasiado
15 dias apos a cirurgia e do grupo eutanasiado 30 dias ap0s a cirurgia

Regido Proximal Regido Média
' : 1 DHYE)
-

Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)
Legenda: (A) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap0s a cirurgia, sendo o musculo Vasto

Medial presente na imagem; (B) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap6s a cirurgia,
sendo 0 musculo Adutor presente na imagem; (C) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 15
dias ap0s a cirurgia, sendo o musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (D) Regido
Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias ap0s a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o
musculo Vasto Medial presente na imagem; (E) Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias
apos a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o muasculo Adutor presente na imagem; (F) Regido
Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 15 dias apds a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o
musculo Flexor Longo dos Dedos presente na imagem; (G) Regido Proximal do Membro Pélvico
Esquerdo, 30 dias apés a cirurgia, sendo o musculo Reto Femoral presente na imagem; (H) Regido
Média do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias ap6s a cirurgia, sendo o mudsculo Vasto Medial presente
na imagem; (1) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias ap6s a cirurgia, sendo o masculo
Semimembranéceo presente na imagem; (J) Regido Proximal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias
apods a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o mUsculo Reto Femoral presente na imagem; (K)
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Regido Média do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias apds a cirurgia e tratamento com VEGF, sendo o
musculo Vasto Medial presente na imagem; (L) Regido Distal do Membro Pélvico Esquerdo, 30 dias
apos a cirurgia e tratamento com VEGFC, sendo o misculo Semimembranaceo presente na imagem.
As setas indicam os vasos linfaticos; (VS) Vasos Sanguineos. As setas pontilhadas indicam Tecido
Muscular. Insert na figura L corresponde ao controle negativo. Contracoloracdo com Hematoxilina.
Barras de 50 e 100um.

As variaveis estereoldgicas Densidade Volumétrica Linfatica (Vv) e Densidade
de Comprimento Vascular Linfatico (Lv) foram estimadas na pele e membro pélvico esquerdo
dos animais de todos os grupos (Controle, Cirurgia e Tratamento), sendo os resultados
visiveis nos graficos 2 a 5.

Quando comparados os grupos em relacdo a Vv na pele (Gréafico 2), pode-se
observar ndo houve efeito do tempo de estudo sobre a Vv dos grupos controle e cirurgia,
porém a Vv € menor nos grupos Cirurgia em relacdo aos Controle na maioria dos momentos
estudados (p=0,0473; p=0,0002; p=0,0053, para os dias 03, 15 e 30 respectivamente). Quando
comparados os grupos Cirurgia e Tratamento em relagdo & Vv, observa-se que a mesma é
maior para 0s grupos Tratamento em todos os momentos estudados (p<0,0001 para os dias 03,
09, 15 e 30), sendo que os grupos Tratamento também sofrem efeito do tempo ao longo do
estudo (dia 03 vs dia 09 com p<0,05; dia 03 vs dia 15 com p<0,05; dia 03 vs dia 30 com
p<0,01). Quando comparados os grupos Controle e Tratamento em relacdo a Vv, observa-se
também que a mesma é maior para 0s grupos Tratamento em todos 0s momentos estudados
(p=0,0049 para o dia 03; p<0,0001 para os dias 09, 15 e 30).
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Grafico 2 - Densidade volumétrica linfatica e Densidade de Comprimento Vascular Linfatico na pele da regido
inguinal esquerda de camundongos
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)

Legenda: O grafico mostra a comparacdo da densidade volumétrica linfatica (Vv) e da densidade de
comprimento vascular linfatico (Lv) entre os grupos Controle (colunas pretas), Cirurgia (colunas
brancas) e Tratamento (colunas cinzas) de animais eutanasiados nos dias 03, 09, 15 e 30 apds a
cirurgia e tratamento com VEGFC, juntamente com seus respectivos animais controles (que nao
passaram pela cirurgia de retirada do linfonodo inguinal). As barras representam a média = desvio
padrdo. Asterisco (*) indica diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos Controle e com
Cirurgia no mesmo tempo de observagdo, (**) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos Cirurgia e Tratamento no mesmo tempo de observacdo, (#) indica diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos Controle e Tratamento no mesmo tempo de observagdo e letras diferentes
indicam o efeito do tempo sobre a Vv nos grupos Tratamento com VEGFC.
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Quando comparados os grupos em relacdo a Vv na regido proximal do membro
pélvico esquerdo (Grafico 3), pode-se observar que os grupos Cirurgia apresentam efeito do
tempo na Vv (dia 03 vs dia 09 com p<0,05; dia 03 vs dia 30 com p<0,001, dia 09 vs dia 30
com p<0,001 e dia 15 vs dia 30 com p<0,001). No entanto, para os grupos Controle e
Tratamento n&o ocorre o efeito do tempo na Vv (p>0,05). A comparacdo das médias de Vv
entre os grupos Controle e Cirurgia foi diferente para o dia 03 (p=0,0038) e para o dia 15
(p=0,0361). Quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento para a mesma regido, pode-
se observar que as Vv dos grupos Tratamento sdao maiores em relacdo aos grupos Cirurgia em
todos os momentos estudados (p<0,0001 para os dias 03, 09, 15 e 30). Quando comparados 0s
grupos Controle e Tratamento, pode-se observar que as Vv dos grupos Tratamento sdo
maiores em relacdo aos grupos Controle em todos os momentos estudados (p<0,0001 para 0s
dias 03, 09, 15 e 30).

Quando comparados os grupos em relacdo a Vv na regido média do membro
pélvico esquerdo (Grafico 3), pode-se observar que os grupos Cirurgia apresentam efeito do
tempo na Vv (dia 03 vs dia 09 com p<0,001; dia 03 vs dia 15 com p<0,01, dia 03 vs dia 30
com p<0,01; dia 09 vs dia 30 com p<0,001 e dia 15 vs dia 30 com p<0,001). No entanto, para
0s grupos Controle e Tratamento ndo ocorre o efeito do tempo na Vv (p>0,05). A comparacao
das médias de Vv entre os grupos Controle e Cirurgia foi diferente para o dia 15 (p=0,0022).
Quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento em relacdo a Vv, observa-se que a
mesma € maior para 0s grupos Tratamento em todos os momentos estudados (p<0,0001;
p=0,006; p<0,0001; p=0,002, para os dias 03, 09, 15 e 30 respectivamente). Quando
comparados o0s grupos Controle e Tratamento, observa-se que a Vv dos grupos Tratamento é
maior em todos 0s momentos estudados (p=0,0002; p=0,0003; p=0,0002; p=0,0001, para 0s
dias 03,09, 15 e 30 respectivamente).

Quando comparados os grupos em relacdo a Vv na regido distal do membro
pélvico esquerdo (Grafico 3), pode-se observar que os grupos Cirurgia apresentam efeito do
tempo na Vv (dia 03 vs dia 15 com p<0,05; dia 03 vs dia 30 com p<0,05, dia 09 vs dia 30
com p<0,001; e dia 15 vs dia 30 com p<0,001). Também ¢é possivel observar o efeito do
tempo no grupo Tratamento (dia 03 vs dia 09 com p<0,01; dia 03 vs dia 15 com p<0,05; dia
03 vs dia 30 com p=0,001). No entanto, para 0s grupos Controle ndo ocorre o efeito do tempo
na Vv (p>0,05). A comparagdo das medias de Vv entre os grupos Controle e Cirurgia foi
diferente para o dia 03 (p=0,018), para o dia 15 (p=0,0024) e para o dia 30 (p=0,0107).
Quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento, observa-se que a Vv é maior para 0s

grupos Tratamento em todos 0s momentos estudados (p=0,001 para o dia 03 e p<0,0001 para
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os dias 09, 15 e 30). Quando comparados os grupos Controle e Tratamento, observa-se que a

Vv é maior para 0s grupos Tratamento em todos os momentos estudados (p=0,0012 para o dia

03; p<0,0001 para os demais momentos).

Grafico 3 - Densidade volumétrica linfatica no membro pélvico esquerdo de camundongos
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)
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Legenda: Os graficos mostram a comparacgdo da Vv entre os grupos Controle (colunas pretas), Cirurgia (colunas
brancas) e Tratamento (colunas cinzas) de animais eutanasiados nos dias 03, 09, 15 e 30 apés a
cirurgia, com e sem tratamento com VEGFC, juntamente com seus respectivos animais controles (que
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ndo passaram pela cirurgia de retirada do linfonodo inguinal). As barras representam a média + desvio
padrdo. Asterisco (*) indica diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e com Cirurgia
no mesmo tempo de observacdo, (**) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre 0s grupos
Cirurgia e Tratamento com VEGFC no mesmo tempo de observacao, (#) indica diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos Controle e Tratamento no mesmo tempo de observacdo, letras mindsculas
diferentes indicam o efeito do tempo sobre a Vv nos grupos Cirurgia e letras mailsculas diferentes
indicam o efeito do tempo sobre a Vv nos grupos Tratamento.

Quando comparados 0s grupos em relacdo a Densidade de Comprimento Vascular
Linfatico (Lv) na pele (Grafico 2), pode-se observar que o grupo Controle e o grupo Cirurgia
ndo apresentam variacao da Lv ao longo do periodo de estudo (p>0,05) e quando comparados
entre si (p>0,05). No entanto, quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento com
VEGFC, pode-se observar diferenca significativa (p=0,0003 para o dia 03 e p<0,0001 para 0s
dias 09, 15 e 30) em todos 0os momentos de estudo. Além disso, também é possivel observar o
efeito do tempo para o grupo Tratamento (dia 3 vs dia 30 com p<0,01; dia 9 vs dia 30 com
p<0,001 e dia 15 vs dia 30 com p<0,01). Quando comparados os grupos Controle e
Tratamento, observa-se que a Lv é maior para o grupos Tratamento em todos 0os momentos
estudados (p<0,0001 para o dia 03; p=0,0002 para o dia 09; p<0,0001 para os dias 15 e 30).

Quando comparados os grupos em relacdo a Lv na regido proximal do membro
pélvico esquerdo (Gréfico 4), pode-se observar que existe efeito do tempo na Lv dos grupos
Cirurgia (dia 03 vs dia 15 com p<0,05; dia 09 vs dia 15 com p<0,01, dia 09 vs dia 30 com
p<0,01) e Tratamento (dia 03 vs dia 09 com p<0,001; dia 03 vs dia 30 com p<0,001; dia 09 vs
dia 15 com p<0,001; dia 15 vs dia 30 com p<0,001). No entanto, para os grupos Controle ndo
ocorre o efeito do tempo na Lv (p>0,05). A comparacdo das médias de Lv entre 0s grupos
Controle e Cirurgia ndo foi diferente (p>0,05) em nenhum momento estudado. Quando
comparados os grupos Cirurgia e Tratamento com VEGFC, pode-se observar diferenca
significativa (p<0,0001; p=0,0002; p=0,002; p<0,001; para os dias 03, 09, 15 e 30,
respectivamente) entre os mesmos nos diferentes momentos do estudo. Quando comparados
0s grupos Controle e Tratamento, pode-se observar diferenca significativa entre 0s mesmos
nos diferentes momentos do estudo (p=0,0004; p<0,0001; p=0,0015; p<0,0001; para os dias
03, 09, 15 e 30 respectivamente).
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Gréfico 4 - Densidade de comprimento vascular linfatico no membro pélvico esquerdo de camundongos
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)

Legenda: O grafico mostra a comparagdo da Lv entre os grupos Controle (colunas pretas), Cirurgia (colunas
brancas) e Tratamento (colunas cinzas) de animais eutanasiados nos dias 03, 09, 15 e 30 apds a
cirurgia e com tratamento, juntamente com seus respectivos animais controles (que ndo passaram pela
cirurgia de retirada do linfonodo inguinal). As barras representam a média + desvio padrdo. Asterisco
(*) indica diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e com Cirurgia no mesmo tempo
de observagdo, (**) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos Cirurgia e Tratamento
com VEGFC no mesmo tempo de observacdo, (#) indica diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos Controle e Tratamento no mesmo tempo de observacao, letras minGsculas diferentes indicam o
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efeito do tempo sobre a Lv nos grupos Cirurgia e letras mailsculas diferentes indicam o efeito do
tempo sobre a Lv nos grupos Tratamento.

Quando comparados os grupos em relacdo a Lv na regido média do membro
pélvico esquerdo (Grafico 4), pode-se observar que existe efeito do tempo na Lv para os
grupos Cirurgia (dia 03 vs dia 09 com p<0,05; e dia 09 vs dia 30 com p<0,05). No entanto,
para os grupos Controle e Tratamento ndo ocorre o efeito do tempo na Lv (p>0,05). A
comparacdo das médias de Lv entre os grupos Controle e Cirurgia foi diferente para o dia 30
(p=0,0302). Quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento, observa-se que a Lv para
0s grupos Tratamento € superior (p=0,028; p=0,017; p=0,036; p=0,0085; para os dias 03, 09,
15 e 30 respectivamente) durante todo o periodo do estudo. Quando comparadas as Lv entre
0s grupos Controle e Tratamento, pode-se observar que as mesmas Sa0 maiores nos grupos
Tratamentos durante todo o periodo do estudo (p=0,0015; p=0,0072; p=0,01; p=0,0002; para
os dias 03, 090, 15 e 30 respectivamente).

Quando comparados os grupos em relacdo a Lv na regido distal do membro
pélvico esquerdo (Grafico 4), pode-se observar gque existe efeito do tempo na Lv para 0s
grupos Cirurgia (dia 03 vs dia 15 com p<0,01; dia 03 vs dia 30 com p<0,001, dia 09 vs dia 15
com p<0,001; e dia 09 vs dia 30 com p<0,001). No entanto, para os grupos Controle nédo
ocorre o efeito do tempo na Lv (p>0,05). A comparacdo das médias de Lv entre 0s grupos
Controle e Cirurgia ndo foi diferente para nenhum dos periodos estudados (p=0,5122).
Quando comparados os grupos Cirurgia e Tratamento com VEGFC, pode-se observar que os
valores de Lv sdo maiores para 0s grupos Tratamento (p=0,005; p=0,0009; p=0,0027;
p<0,0001; para os dias 03, 09, 15 e 30 respectivamente) ao longo de todo o periodo do estudo.
Também é possivel observar que os grupos Tratamento sofrem o efeito do tempo ao longo do
estudo (dia 03 vs dia 09 com p<0,01; dia 03 vs dia 15 com p<0,05; dia 03 vs dia 30 com
p<0,001; dia 15 vs dia 30 com p<0,001). Quando comparados os grupos Controle e
Tratamento, pode-se observar que os valores de Lv sdo maiores para o grupo Tratamento ao
longo de todo o periodo do estudo (p=0,0007; p=0,0006; p=0,0012; p<0,0001; para os dias
03, 09, 15 e 30 respectivamente).

Ao realizar o PCR em tempo real (qQPCR), quando comparados 0s grupos em
relacdo a expressdo génica para VEGFC na regido proximal do membro pélvico esquerdo
(Gréfico 5), pode-se observar que existe diferenca significativa entre os grupos Controle e
Cirurgia para os dias 03, 15 e 30. Também é possivel observar diferenca significativa entre os

grupos Cirurgia e Tratamento para os dias 03, 15 e 30, além de haver diferenca significativa
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entre os grupos Controle e Tratamento para o dia 30. Foi observado efeito do tempo ao longo
do estudo apenas para o grupo Cirurgia, ndo sendo observado o mesmo efeito para os demais
grupos estudados. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 1 (Apéndice B).

Quando comparados 0s grupos em relacdo a expressdo génica para VEGFC na
regido média do membro pélvico esquerdo (Grafico 5), pode-se observar que existe diferenca
significativa entre os grupos Controle e Cirurgia para os dias 09 e 15. Também é possivel
observar diferenca significativa entre os grupos Cirurgia e Tratamento para os dias 09 e 15.
No entanto, ndo se observa diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos Controle e
Tratamento. Pode-se observar, porém, que somente o grupo Cirurgia sofreu efeito do tempo
ao longo do estudo. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 2 (Apéndice
B).

Quando comparados os grupos em relacdo a expressdo génica para VEGFC na
regido distal do membro pélvico esquerdo (Gréafico 5), pode-se observar que existe diferenca
significativa entre os grupos Controle e Cirurgia para os dias 09 e 30. Também é possivel
observar diferenca significativa entre os grupos Cirurgia e Tratamento para os dias 03, 09 e
15. Quando comparados os grupos Controle e Tratamento, é possivel observar diferenca
significativa para os dias 03 e 09. Foi observado efeito do tempo ao longo do estudo para os
grupos Cirurgia e Tratamento. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 3
(Apéndice B).

Quando comparados 0s grupos em relacdo a expressdo génica para FLT4 na
regido proximal do membro pélvico esquerdo (Grafico 5), pode-se observar que existe
diferenca significativa entre os grupos Controle e Cirurgia para os dias 03 e 30. Ao se
comparar os grupos Cirurgia e Tratamento, pode-se observar diferenca significativa para
todos os momentos estudados, ocorrendo 0 mesmo fato na comparagdo entre 0s grupos
Controle e Tratamento. Foi observado efeito do tempo ao longo do estudo para 0s grupos
Cirurgia e Tratamento. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 4
(Apéndice B).

Quando comparados 0s grupos em relacdo a expressdo génica para FLT4 na
regido média do membro pélvico esquerdo (Grafico 5), pode-se observar que ndo existe
diferenca significativa entre os grupos Controle e Cirurgia. No entanto, pode-se observar que
existe diferenca significativa entre os grupos Cirurgia e Tratamento com VEGFC para os dias
09, 15 e 30. Também pode-se observar diferenca significativa quando comparados 0s grupos

Controle e Tratamento, para os dias 09, 15 e 30. Somente o grupo Tratamento sofreu o efeito
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do tempo ao longo do estudo. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 5
(Apéndice B).

Quando comparados 0s grupos em relacdo a expressdo génica para FLT4 na
regido distal do membro pélvico esquerdo (Grafico 5), pode-se observar que existe diferenca
significativa entre os grupos Controle e Cirurgia para os dias 03 e 30. Quando comparados 0s
grupos Cirurgia e Tratamento, pode-se observar diferenca significativa para os dias 03, 15 e
30. J& quando comparados os grupos Controle e Tratamento, pode-se observar diferenca
significativa para os dias 03, 09 e 30. Também ¢é possivel observar o efeito do tempo nos
grupos Cirurgia e Tratamento. Todos os valores de "p" podem ser encontrados no Quadro 6
(Apéndice B).
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Gréfico 5 - Expressao génica para VEGFC e FLT4 no membro pélvico esquerdo de camundongos
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Fonte: Ferrdo, J. S. P. (2013)

Legenda: O grafico mostra a comparacao entre os grupos Controle (colunas pretas), Cirurgia (colunas brancas) e
Tratamento com VEGFC (colunas cinzas) nos dias 03, 09, 15 e 30 ap0s a cirurgia sem e com
tratamento, juntamente com seus respectivos animais controles (que ndo passaram pela cirurgia de
retirada do linfonodo inguinal). As barras representam a média + desvio padrdo. Asterisco (*) indica
diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e com Cirurgia no mesmo tempo de
observacdo, (**) indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Cirurgia e Tratamento no
mesmo tempo de observagdo, (#) indica diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e
Tratamento no mesmo tempo de observacdo. As letras mindsculas indicam efeito do tempo no grupo
Cirurgia ao longo do periodo de estudo e as letras mailsculas indicam efeito do tempo no grupo
Tratamento ao longo do periodo de estudo.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo estabeleceu um modelo experimental em camundongo para
avaliacdo da revascularizacdo linfatica com e sem tratamento utilizando-se VEGFC. Tal
modelo consistiu na retirada do linfonodo inguinal, sem lesar vasos adjacentes, coloracéo por
imunohistoquimica do tecido muscular e cutaneo para verificacdo de vasos linfaticos seguida
finalmente da observacdo do processo de revascularizacdo via contagem da densidade de
volume e de comprimento de vasos linfaticos. Foi também realizada a técnica de gPCR para
avaliacdo da expressao génica para VEGFC e seu receptor FLT4.

A escolha da retirada do linfonodo inguinal para causar o linfedema baseou-se no
fato da drenagem linfatica dirigir-se em mais de 50% para os linfonodos popliteo e inguinal
(HARRELL; IRITANI; RUDDELL, 2008). Ao contrario, 0 membro pélvico de ratos drena a
linfa principalmente através do linfonodo popliteo para o iliaco, com menor drenagem para o
linfonodo inguinal. Liu et al. (2008) desenvolveram um modelo de linfedema secundario em
ratos Wistar através da retirada de vasos linfaticos femorais e dos linfonodos em regido
proxima ao membro pélvico direito, demonstrando ndo s6 a formagdo do linfedema, mas
também a formacédo de novos vasos linfaticos no membro pélvico dos animais em um periodo
de estudo de quatro semanas. Neste estudo, os animais foram tratados com terapia génica
(pcDNAS3.1-VEGFC). Ja Oashi et al. (2012) desenvolveram um modelo de linfedema agudo
em camundongos ddY e C57BL/6N através da exposicdo a radiacdo ionizante dos membros
pélvicos esquerdos, seguida de cirurgia para a ligadura em trés pontos distintos em vasos
linfaticos profundos (proximos a veia isquiatica esquerda) do mesmo membro desses animais,
além da retirada dos linfonodos popliteo e subiliaco, caracterizando a formacéo de linfedema
em membro pélvico, em um periodo de estudo de seis meses. No entanto, no estudo de Jin et
al. (2009) foi realizado um modelo de linfedema pds-cirdrgico em cauda de camundongos
SKH-1, onde a pele da cauda era incisada circunferencialmente e os vasos linfaticos
principais cauterizados, caracterizando o linfedema em cauda, em um periodo de estudo de 2
semanas. Jin et al. (2009) trataram os animais com VEGFC exdgeno recombinante de humano
na presenca de anticorpo monoclonal anti-FLT4. Os resultados obtidos no presente estudo
mostram que é possivel utilizar a terapia protéica com VEGFC exdgeno em areas com
insuficiéncia linfatica, pois o tratamento com o mesmo mostrou-se eficaz para a
revascularizacdo linfatica em um curto periodo de tempo. O modelo estabelecido no presente

estudo representa o linfedema secundario humano, que consiste, na maioria dos casos, em
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linfedema resultante da remocgé&o cirtrgica de vasos linfaticos e linfonodos, principalmente em
casos de cancer de mama. Assim sendo, ele pode ser utilizado para o estudo e melhor
entendimento do linfedema e da revascularizacao linfatica, para que cada vez mais, técnicas
inovadoras possam trazer conforto e bem estar a pacientes, animais e humanos, que sofrem
desse mal. Essas observacGes podem ter implicacOes diretas para abordagens terapéuticas
futuras tanto para doencas vasculares linfaticas como para metastases de cancer (ROCKSON,
2009).

No presente estudo, o processo de neoformacdo de vasos linfaticos pode ser
corroborado ao se observar os resultados obtidos para as diferentes regides dos membros
pélvicos dos camundongos, tanto para a Densidade Vascular Linfatica (Vv) como para a
Densidade de Comprimento Vascular Linfatica (Lv). A lei basica da estereologia relata que a
guantidade relativa de pontos que tocam a estrutura € comparavel a quantidade de area dessa
estrutura contida na area-teste, ou a quantidade de volume dessa estrutura no volume-teste
(MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). Consequentemente, a partir de anlises
bidimensionais em sistema de pontos em area teste é possivel determinar qual € o volume de
determinada estrutura dentro de um érgdo. A avaliacdo da variavel estereoldgica Vv, que
representa o espaco ocupado pelos vasos linfaticos na pele e no membro pélvico esquerdo dos
camundongos, indica que houve diminuicdo na vascularizacdo linfatica nas diferentes regies
do membro pélvico ao longo do estudo quando comparados nos animais submetidos a cirurgia
e aumento naqueles tratados com VEGFC. Desta forma, é possivel afirmar que a retirada do
linfonodo inguinal afetou o volume vascular linfatico. Ja a varidvel Lv nos fornece
informacgdo complementar, estimando o comprimento vascular linfatico (em milimetros por
cada milimetro cubico da pele e do membro pélvico), ndo sendo considerado seu calibre, mas
sim seu comprimento (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). A avaliacdo da variavel
estereoldgica Lv, que representa o comprimento dos vasos linfaticos na pele e no membro
pélvico esquerdo dos camundongos, indicou que houve aumento na vascularizacdo linfatica
nas diferentes regides do membro pélvico e na pele ao longo do estudo para os animais
tratados com VEGFC, mas ndo entre animais submetidos a cirurgia e controle. Desta forma, €
possivel afirmar que a varidvel Lv pode também ser um indicativo de alteracdo linfatica para
tratamento com VEGFC.

Ao analisar as variaveis Vv e Lv para a pele da regido inguinal, pode-se observar
que ndo houve diferenca significativa para ambas as varidveis entre 0os grupos controle e
submetidos a cirurgia em nenhum momento estudado (GOLDMAN et al., 2005;
RUTKOWSKI; BOARDMAN; SWARTZ, 2006). Porem, com a realizacdo do tratamento
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com VEGFC, pode-se observar um aumento significativo em ambas essas varidveis para a
pele, indicando que o tratamento com VEGFC causou mudancas significativas na
revascularizacdo linfatica nesta regido (CHEUNG et al., 2006; PAN et al., 2006). De acordo
com Oliver (2004), no sistema linfatico maduro, a densidade de capilares linfaticos varia de
acordo com a regido do corpo, com grande representacdo de capilares linfaticos superficiais
nas regides cutaneas. A administracdo terapéutica de VEGFC exdgeno pode influenciar
favoravelmente a melhora da funcéo linfatica, incluindo reducdo do volume do edema de
maneira acelerada e sustentada, reversdo de arquitetura tecidual anormal, melhoramento da
funcdo vascular linfatica e restauracdo do fluxo linfatico (LOPRINZI et al., 1999; LALONI,
2008; JIN et al., 2009). A restauracdo do fluxo linfatico é beneficiada pela boa cicatrizacao
tecidual, pela drenagem linfatica manual e pela contracdo muscular (ALMEIDA, 2008), além
da utilizacdo do VEGFC, como comprovado pelo presente estudo.

Observou-se diferenca significativa para as varidveis Vv e Lv na regido proximal
do membro pélvico entre os animais controle e os animais que passaram pelo procedimento
cirdrgico nos dias 3 e 15, mas ndo nos dias 09 e 30 depois da cirurgia. Com excecdo do dia
30, os grupos Cirurgia sempre mantiveram as suas Vv e Lv menores que seus respectivos
grupos Controle, indicando que durante o periodo de 15 dias ap0s a cirurgia, 0s animais nao
obtiveram uma revascularizacdo linfatica suficiente para se igualar aos animais que nao
passaram por tal procedimento. No entanto, ao comparar os grupos Cirurgia entre si, pode-se
observar que houve diferenca significativa entre os grupos, principalmente em relacdo ao
grupo do dia 30, que obteve uma Vv e Lv similar ao seu grupo Controle, podendo ser esse
fato indicativo de que nesse momento do estudo ja houve revascularizacdo linfatica
(linfangiogénese), uma vez que esse mesmo grupo também supera as Vv e as Lv dos grupos
dos dias 03, 09 e 15, indicando aumento do volume de vasos linfaticos nessa regido de forma
espontanea (RUTKOWSKI et al., 2006; KUWAHARA et al.,, 2013), uma vez que a
capacidade regenerativa de tecidos animais € muito grande (LIU et al., 2008). Jeltsch et al.
(1997), ao estudarem camundongos transgénicos durante trés semanas, demonstraram em um
de seus grupos que os animais apresentaram proliferacdo endotelial linfatica (através da
mensuracdo de didmetro, comprimento e densidade vascular) e hiperplasia dos vasos
linfaticos in vivo, mesmo sem a utilizacdo de VEGFC exdgeno. No entanto, 0s grupos que
receberam tratamento com VEGFC mantiveram o valor de suas Vv e Lv maiores que 0S
grupos Controle e Cirurgia, ao longo do estudo, indicando uma boa acdo do VEGFC para a
realizacdo de linfangiogénese (JELTSCH et al., 1997). J& o grupo Controle ndo apresentou

diferenga em relacdo aos diferentes dias de eutanasia, ndo demonstrando, entdo, efeito do
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tempo, 0 que é de se esperar, uma vez que estes animais nao foram manipulados (YOON et
al., 2003).

Quando comparadas as regides proximal, média e distal do membro pélvico (MP)
esquerdo, pode-se observar que as mesmas apresentam um mesmo padrdo para a variavel Vv
ao longo do periodo de estudo para todos os grupos estudados (Controle, Cirurgia e
Tratamento), indicando que ndo ha diferenca entre essas regifes em relacdo ao sistema
linfatico e ao processo de linfangiogénese (LIU et al., 2008). No entanto, a regido proximal
apresenta valores de Vv superiores as outras regibes do MP para 0s grupos tratados com
VEGFC, indicando que nessa regido a linfangiogénese pode ter sido mais efetiva, ou ainda,
que nessa regido a necessidade da presenca de vasos linfaticos seja maior que nas demais
regides (RUTKOWSKI et al., 2006; SCHULTE-MERKER; SABINE; PETROVA, 2011).

Na comparacdo das regides proximal, média e distal do MP esquerdo para a
variavel Lv, pode-se observar que ocorreu um padrdo semelhante ao longo do periodo de
estudo para os grupos estudados. No entanto, como ocorreu para a variavel Vv, 0s grupos que
receberam o tratamento com VEGFC apresentaram na regido proximal valores de Lv
superiores aos grupos tratados das demais regides do MP esquerdo. Essa diferenca pode ser
atribuida ao fato de que a regido proximal do MP possuir maior aporte sanguineo e linfatico,
uma vez que toda a linfa presente no membro deve ser transportada para e através dessa
regidao (OASHI et al., 2012; KUWAHARA et al., 2013; OASHI et al., 2013). Outra
possibilidade pode ser o fato da proximidade dessa regido com o local de aplicacdo do
VEGFC exdgeno, uma vez que a aplicacdo foi realizada intraperitonealmente proxima a
regido da cicatriz cirargica (YOON et al., 2003).

Embora o linfedema seja uma condi¢do clinica comum, o tratamento para esta
doenca incapacitante permanece limitado e ineficaz. Recentemente, tem sido relatado que a
super-expressdo de VEGFC (JIN et al., 2009; OASHI et al., 2012) se correlaciona com um
aumento do crescimento de vasos linfaticos (a linfangiogénese). No entanto, o efeito da
linfangiogénese induzido pelo VEGFC no linfedema ainda deve ser melhor caracterizado.

A maioria dos relatos anteriores de terapia de linfedemas com fator de
crescimento € baseada em modelos de camundongo, os quais tém vérias limitagdes quando se
considera a sua traducdo em clinica para o tratamento de pacientes humanos (RUTKOWSKI
et al., 2006; LALONI, 2008; WADA et al., 2011). Primeiramente, as condi¢cdes hidrostaticas
sdo dramaticamente diferentes em camundongos porque 0s seres humanos séo
consideravelmente mais altos (SCHULTE-MERKER; SABINE; PETROVA, 2011; OASHI et
al., 2012; MARCHIO; ASTANINA; BUSSOLINO, 2013). Isto também significa que a area
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linfatica absoluta danificada em humanos é maior, e os vasos linfaticos em regeneracdo
devem abranger uma distancia mais longa, para formar anastomoses com ambas as
extremidades distal e proximal da arvore vascular linfatica (RUTKOWSKI; BOARDMAN;
SWARTZ, 2006; SCHULTE-MERKER; SABINE; PETROVA, 2011; MARCHIO;
ASTANINA; BUSSOLINO, 2013). A falta de modelos animais de grande porte que
recapitulam melhor condic¢des em linfedema humano tem limitado a pesquisa experimental de
linfedema (YOON et al, 2003; RUTKOWSKI; BOARDMAN; SWARTZ, 2006;
RUTKOWSKI et al.,, 2006; LALONI, 2008; JIN et al., 2009; OASHI et al., 2012).
Anteriormente utilizados, modelos caninos eram complexos e seriam considerados antiéticos
nos dias atuais (LAHTEENVUO et al., 2011).

A diferenciacdo da vascularizacdo linfatica em relagdo a vascularizagcdo sanguinea
pode ser feita imunohistoquimicamente (SAARISTO; KARKKAINEN; ALITALO, 2002;
JIN et al., 2009), como realizado no presente estudo. As imunohistoquimicas com marcagéo
para VEGFC e FLT4 mostraram, a partir da inspecdo dos cortes histolégicos em microscopio
optico, algumas diferencas entre os vasos linfaticos dos animais dos grupos Controle, Cirurgia
e Tratamento. Em alguns cortes histoldgicos das regides do membro pélvico dos animais do
grupo Cirurgia, foram observados de maneira qualitativa, no tecido intermuscular, alguns
vasos linféaticos de calibre maior que os encontrados no grupo controle (YOON et al., 2003;
WIRZENIUS et al., 2007; JIN et al., 2009), sugerindo uma adaptacdo do organismo a inicial
diminuicdo de filtragem e retirada de liquido intersticial devido a cirurgia de retirada do
linfonodo inguinal e vasos linfaticos adjacentes (LIU et al., 2008; OASHI et al., 2012). Ja em
alguns cortes histologicos das regides do membro pélvico dos animais do grupo tratado com
VEGFC observa-se de maneira qualitativa, no tecido intermuscular, alguns vasos linfaticos de
calibre maior que os encontrados nos grupos controle e cirurgia, sugerindo o efeito positivo da
utilizacdo do VEGFC na linfangiogénese (CHEUNG et al., 2006; LIU et al., 2008; OASHI et
al., 2012; KUWAHARA et al., 2013). Nakao et al. (2013) e colaboradores demonstraram em
seus estudos que o VEGFC é responsavel pela linfangiogénese, porém, 0s novos vasos
surgem a partir de vasos linfaticos ja existentes, ndo havendo neolinfangiogénese em areas
gue ndo possuam vasos linfaticos pré-existentes.

A andlise de expressdo génica para VEGFC permite observar que nas diferentes
regides do membro pélvico esquerdo, os grupos Cirurgia apresentam aumento da expressao
génica ao longo do periodo de estudo, enquanto que a expressao génica para 0S Qgrupos
tratados com VEGFC dessas regides apresentam uma pequena diminuigéo. 1sso pode ser um

indicio de que os animais que passaram pela cirurgia, a0 longo do periodo de estudo,
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comegaram a expressar essa proteina, de maneira gradativa, no intuito de aumentar
quantitativamente sua vascularizagdo linfatica (revascularizacéo) para poder suprir a demanda
de drenagem que foi diminuida devido a cirurgia de retirada do linfonodo inguinal e vasos
linfaticos adjacentes (SHIN; ROCKSON, 2008; JIN et al., 2009; OASHI et al., 2012;
HAGERLING et al., 2013; KUWAHARA et al., 2013). Segundo Kazenwadel et al. (2012), o
VEGFC enddgeno possui efeitos em funcdes celulares importantes para a linfangiogénese,
promovendo a formacgdo de tubos vasculares linfaticos. No entanto, apesar da expressdo
génica do VEGFC exo6geno induzir uma rede linfatica mais pronunciada, nao ocorre alteracao
vascular sanguinea (LIERSCH et al., 2012). Esse fato pode ser percebido quando, ao serem
analisados os dados da estereologia para a mesma regido, observa-se inicialmente uma menor
quantidade de vasos linfaticos no grupo Cirurgia em relacdo ao grupo Controle e, quando
observados ao final do periodo de estudo, ndo ha diferenca significativa entre esses dois
grupos. J& em relacdo aos grupos Tratamento, o efeito observado na expressdo génica para
VEGFC pode indicar que, como o0s animais estavam recebendo VEGFC exdgeno, seu
organismo ndo produziu essa proteina com tanta eficacia como os grupos Cirurgia (YOON et
al., 2003; JIN et al., 2009), sugerindo inibicdo de producdo enddgena de VEGFC pelos
animais tratados com VEGFC exdgeno (BOARDMAN; SWARTZ, 2003; GOLDMAN et al.,
2005; RUTKOWSKI et al., 2006).

Quando analisada a expressdo génica para FLT4 nas diferentes regides do MP
esquerdo pode-se observar um efeito similar a expressdo génica para VEGFC, onde 0s grupos
Cirurgia apresentam um aumento da expressao génica ao longo do periodo de estudo quando
comparados com 0s grupos Controles. Os grupos Tratamento também apresentam 0 mesmo
padrdo para a expressdo génica para FLT4 e para VEGFC, apresentando-se maior no inicio do
periodo de estudo, e diminuindo até o final do periodo de estudo. Assim como para 0
VEGFC, isso pode ser um indicativo de inibicdo da producdo de FLT4 enddgeno pelos
animais, uma vez que ele é o receptor para 0 VEGFC (KAZENWADEL et al., 2012; OASHI
et al., 2012). Ao estudarem o bloqueio da sinalizacdo VEGFC/VEGFR-3 pela neutralizagédo
do VEGFR-3 (FLT4), Guo (2009) e colaboradores descreveram o aumento da formacdo de
vasos linfaticos demonstrando a diminuicéo da linfangiogénese e da drenagem linfatica. Esses
perfis de expressdo génica sugerem que a expressao de VEGFC e FLT4 seja mais importante
no inicio do que no final do periodo de estudo para a linfangiogénese (CARMELIET, 2005;
OLIVER; ALITALO, 2005).

O VEGFC humano, mas ndo de camundongos, é conhecido por ser clivado pela

plasmina (MCCOLL et al., 2003), pela furina e convertases pro-protéicas chamadas PC5 e
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PC7 (SIEGFRIED et al., 2003). O processamento do VEGFC aumenta sua afinidade pela
ligagdo com VEGFR3 (também denominado FLT4), mas também permite sua ligacdo com
VEGFR2 (ACHEN; MCCOLL; STACKER, 2005). VEGFC é expresso por células
mesenguimais adjacentes a vasos linfaticos (MCCOLL et al., 2007). Analogamente com o que
se é conhecido para os outros fatores de crescimento, a expressdao do VEGFC ¢é regulada
durante processos fisioldgicos e patoldgicos. Foi demonstrado que o VEGFC é regulado por
citocinas pro-inflamatérias (RISTIMAKI et al., 1998). VEGFC e FLT4 sdo ainda expressos
em macrofagos (SCHMEISSER et al.,, 2006) e a expresséo do VEGFC promove o
recrutamento de macréfagos para regides com inflamacdo (SKOBE et al., 2001). FLT4 é
marcadamente supraregulado em células endoteliais vasculares em resposta a ativacdo de
membros da familia Notch, proteinas altamente conservadas que regulam a determinacéo do
destino celular (SHAWBER et al., 2007). In vivo, Notch é coexpressa com FLT4 tanto na
vascularizagdo sanguinea quanto na linfatica. A inativacdo genética do VEGFC resulta na
interrupcdo do desenvolvimento de vasos linfaticos e morte pré-natal devido ao acimulo de
fluido tissular (KARKKAINEN et al., 2004). J& a inativacdo génica do FLT4 resulta em
insuficiéncia cardiaca e morte embrionaria (DUMONT et al., 1998). Interessantemente, FLT4
€ o unico receptor (VEGFR) para o qual ja foram identificadas muta¢des naturais (IRRTHUM
et al., 2000; KARKKAINEN et al., 2000). Tais mutacdes invariavelmente levam a perda da
atividade quinase do FLT4 e ao linfedema. Fisiologicamente, a sinalizacdo pelo FLT4 é
fundamental na regulacdo das funcdes dos vasos linfaticos (BAHRAM; CLAESSON-
WELSH, 2010). In vivo, a migracdo e surgimento de células precursoras linfoendoteliais
induzidos pelo VEGFC de é&reas restritas da veia cardinal é fundamental para o
desenvolvimento do sistema linfatico (KARKKAINEN et al., 2004).

Trés categorias de moléculas transdutoras de sinal estdo associadas a organizacao
e separacdo da vascularizacdo linfatica da vascularizacdo sanguinea, nomeadas Spredl/2
(proteinas relacionadas ao surgimento dos vasos linfaticos), SIp76 (proteina leucocitaria de 76
kDa) e Syk (tirosina quinase do baco) (ABTAHIAN et al., 2003; TANIGUCHI et al., 2007).
Veikkola et al. (2001) utilizou um ligante especifico de FLT4 (VEGFC156S) para demonstrar
que a sinalizacdo via FLT4 € suficiente para ocorrer a linfangiogénese em camundongos
transgénicos. Além disso, VEGFC possui funcdes Unicas na mediacdo do surgimento de vasos
linfaticos através do FLT4. O bloqueio da funcdo do VEGFC por um dominio extracelular
solivel do FLT4 leva ao linfedema (MAKINEN et al., 2001a, b). Matsumura (2003) e
colaboradores utilizaram anticorpos neutralizadores de FLT4 para mostrar que o FLT4 pode

modular a fungdo do VEGFR?2 e sugeriram que um equilibrio entre a sinalizacdo do FLT4 e
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do VEGFR2 é fundamental. VEGFC, quando superexpressado na pele de camundongos, pode
contribuir para o aumento do calibre, tortuosidade e permeabilidade de vasos sanguineos, mas
ndo o seu surgimento (SAARISTO; KARKKAINEN; ALITALO, 2002). O efeito relativo do
VEGFC na angiogénese versus a linfangiogénese pode ser dependente da disponibilidade
relativa de diferentes receptores (VEGFR2 e FLT4, respectivamente) (BAHRAM,;
CLAESSON-WELSH, 2010). A especificidade da transdugéo de sinal dependente da ativacéao
do ligante e o contexto celular podem oferecer a possibilidade de uma terapia direcionada
altamente especializada e, dessa maneira, € importante identificar as moléculas que participam
dessas sinalizacdes (BENEST et al., 2008).

Como VEGFC e FLT4 séo biologicamente fundamentais tanto para a angiogénese
guanto para a linfangiogénese e complicacdes severas ocorrem tanto por perda da funcao (por
exemplo, linfedema) como por ganho de funcdo (por exemplo, metastases), € de vital
importancia descobrir ferramentas que ajustem a atividade e a sinalizacdo do VEGFC e do
FLT4 (BAHRAM; CLAESSON-WELSH, 2010).

De acordo com Jin et al. (2009), a administracdo terapéutica de VEGFC exdgeno
pode ser vista por afetar favoravelmente a maioria das medidas de desfechos substitutos
quantificdveis de melhora da funcéo linfatica, incluindo a reducdo acelerada e sustentada do
volume de edema, a reverséo da arquitetura do tecido anormal e a melhora na fungéo vascular
linfatica (RUTKOWSKI et al., 2006). Jin et al. (2009) confirmaram em seu estudo o papel
central do mecanismo do FLT4 e do VEGFC na mediacdo da remodelacdo adaptativa
microvascular linfatica.

O entendimento emergente dos mecanismos moleculares das diferentes formas de
linfedemas e a descoberta de fatores de crescimento linfangiogénicos e seus marcadores agora
nos permitem desenvolver terapias especificas para doencas que envolvem disfuncdo dos
vasos linfaticos. A administracdo da proteina VEGFC pode também revelar-se eficaz no
tratamento desta doenca. De acordo com Liu et al. (2008), a terapia com VEGFC é eficiente
na remissdo do linfedema de tecidos, incluindo o membro pélvico, e a capacidade de
transporte de linfa em tecidos é restaurada apos a injecdo com VEGFC. O tratamento da fase
tardia do linfedema pode ser dificil, pois os linfedemas crénicos resultam na acumulagéo de
alteracdes secundarias nos tecidos, tais como a fibrose dérmica e deposicdo de gordura. No
entanto, métodos avancados de diagnostico, tais como linfocintigrafia, permitem o
diagnostico de linfedema, numa fase mais precoce (SLAVIN et al., 1997; KO et al., 1998;
SZUBA; ROCKSON, 1998).
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Com o modelo experimental em camundongos estabelecido no presente estudo é
possivel observar o papel fundamental que o VEGFC e seu receptor FLT4 possuem para a
formacgéo de novos vasos linfaticos, assim como o sistema linfatico integro e funcional é de
fundamental importancia para uma boa qualidade de vida para os animais e humanos.

Um grande progresso ja foi alcancado na ultima década a respeito da biologia
vascular linfatica, mas muitas questGes ainda permanecem sem solucdo. Caracteristicas
especificas de orgdos e doencas e respostas do endotélio linfatico ainda ndo foram estudadas
em detalhes, mas esse conhecimento pode ter um impacto critico para o desenvolvimento de
tratamentos para patologias humanas, incluindo linfedema, céancer e inflamacéo (SCHULTE-
MERKER; SABINE; PETROVA, 2011). O VEGFC foi caracterizado ndo sé por promover a
linfangiogénese em tumores primarios, mas também por induzir a linfangiogénese em
linfonodos, o que pode facilitar a propagacdo metastatica do tumor por todo o sistema
linfatico e para 6rgdos (MANDRIOTA et al., 2001; SKOBE et al., 2001; PADERA et al.,
2002; KRISHNAN et al., 2003; HIRAKAWA et al., 2007; SLEEMAN; SCHMID; THIELE,
2009; CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011). Suspeita-se que a capacidade do VEGFC de
induzir linfangiogénese em linfonodos promova metastases através de linfonodos distantes,
do ducto toracico e do sistema vascular sanguineo para 6rgaos distantes (HIRAKAWA et al.,
2007). Oashi et al. (2013) demonstrou que camundongos com linfedema sdo mais propensos a
desenvolver metastases pulmonares e em linfonodos distantes do tumor primério. A
imunidade tumoral foi afetada pela retirada do linfonodo regional seguida pela estase da linfa,
0 que facilitou a disseminacgdo tumoral. Os vasos linfaticos sdo um caminho importante para o
trafico de células imunes (por exemplo, linfocitos, células de Langerhans e macr6fagos),
entrega de antigenos para os linfonodos e depuracdo de antigenos estranhos (OLSZEWSKI et
al., 1990). A ocorréncia de malignidade no estabelecimento de linfedema é uma suspeita de
conseqiiéncia da vigilancia imunoldgica local prejudicada devido ao comprometimento do
trafego de células imunocompetentes na regido edematosa (RUOCCO, V.; SCHWARTZ;
RUOCCO, 2002; RUOCCO, E. et al., 2007). Apesar de ndo havermos observado a ocorréncia
de tumores ao longo dos 30 dias de tratamento com VEGFC, seriam necessarios estudos
adicionais com camundongos nud (YOON et al., 2003) para podermos descartar a
possibilidade de formacdo de tumores por meio deste tratamento.

A linfangiogénese terapéutica tem sido vista como uma estratégia de tratamento
com o potencial de reverter os estigmas da insuficiéncia linfatica primaria e secundaria.
Embora a capacidade do VEGFC para aumentar a linfangiogénese pds-natal ndo tenha sido

observada universalmente, tanto a terapia génica quanto a terapia mediada pela proteina
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VEGFC parecem potencialmente promissoras (JIN et al., 2009). Apesar de novos estudos em
diferentes espécies ainda serem necessarios para um melhor entendimento da acéao e eficacia
neolinfangiogénica do VEGFC, este estudo oferece perspectivas sobre novos métodos para
promover a linfangiogénese, focando o VEGFC como novo alvo, estes resultados podem

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.



{ Conclusao
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7 CONCLUSAO

a)

b)

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

Os camundongos sdo bons modelos experimentais, pois sdo de facil acesso, facil
manipulacdo e facil cuidado, além de possuirem uma boa resposta na utilizacdo do

VEGFC como recurso para a revascularizagdo linfatica.

O tratamento com VEGFC mostrou diminuir a transcricdo e a expressdo génica do
VEGFC e seu receptor FLT4 nos locais afetados pelo procedimento cirlrgico e
aumentar a quantidade de vascularizacdo linfatica na regido comprometida pela
cirurgia.
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APENDICE A

Figura 11 - Imunohistoquimica para VEGFC (diluicdo 1:400) e para FLT4 (diluicdo 1:200) em musculatura de
membros pélvicos esquerdos de camundongos, representando 5 animais dos grupos controles, sendo
eutanasiados 3, 9, 15 e 30 dias.

Fonte: Ferrdo, J. S. P., (2013)
Legenda: (A) Imunohistoquimica para VEGFC de membro pélvico esquerdo, 03 dias apds a cirurgia; (B)
Imunohistoquimica para VEGFC de membro pélvico esquerdo, 09 dias apdés a cirurgia; (C)
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Imunohistoquimica para VEGFC de membro pélvico esquerdo, 15 dias ap6s a cirurgia; (D)
Imunohistoquimica para VEGFC de membro pélvico esquerdo, 30 dias ap6s a cirurgia; (E)
Imunohistoquimica para FLT4 de membro pélvico esquerdo, 03 dias apds a cirurgia; (F)
Imunohistoquimica para FLT4 de membro pélvico esquerdo, 09 dias apds a cirurgia; (G)
Imunohistoquimica para FLT4 de membro pélvico esquerdo, 15 dias apds a cirurgia; (H)
Imunohistoquimica para FLT4 de membro pélvico esquerdo, 30 dias apds a cirurgia. As setas indicam
os vasos linfaticos, as setas pontilhadas indicam Tecido Muscular. Contracoloracdo com
Hematoxilina. Barras de 50, 100 e 200um.
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APENDICE B

Quadro 1 - Valores de "p" para expressdo génica para VEGFC em Regido Proximal de membros
pélvicos esquerdos de camundongos quando comparados os grupos Controle, Cirurgia e
Tratamento.

MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO PROXIMAL

Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais
Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
p=0,0066 | p=0,7697 | p=0,0043 | p=0,0405
p=0,3200 | p=0,6501 | p=0,1333 | p=0,0180
p=0,0005 | p=0,4044 | p=0,0002 | p=0,0002

Controle vs Cirurgia

Controle vs Tratamento

Cirurgia vs Tratamento

Efeito do Tempo sobre os Grupos Experimentais

Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,01
dia 03 vs dia 15 p<0,001
dia 03 vs dia 30 p<0,001

p=0,1696 p=0,0641
dia 09 vs dia 15 p<0,001
dia 09 vs dia 30 p<0,001
dia 15 vs dia 30 p<0,05

Quadro 2 - Valores de "p" para expressdo génica para VEGFC em Regido Média de membros pélvicos
esquerdos de camundongos quando comparados os grupos Controle, Cirurgia e
Tratamento.

MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO MEDIA

Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais

Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
Controle vs Cirurgia p=0,8212 | p=0,0002 | p=0,0087 | p=0,6667
Controle vs Tratamento p=0,6407 | p=0,8609 | p=0,2941 | p=0,8771
Cirurgia vs Tratamento p=0,7404 | p=0,0003 | p=0,0160 | p=0,7510

Efeito do Tempo sobre 0os Grupos Experimentais

Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,01
dia 03 vs dia 15 p>0,05
dia 03 vs dia 30 p>0,05

p=0,1302 p=0,6271
dia 09 vs dia 15 p>0,05
dia 09 vs dia 30 p<0,05

dia 15 vs dia 30

p>0,05
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Quadro 3 - Valores de "p" para expressdo génica para VEGFC em Regido Distal de membros pélvicos
esquerdos de camundongos quando comparados o0s grupos Controle, Cirurgia e
Tratamento.

MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO DISTAL

Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais

Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
Controle vs Cirurgia p=0,2855 | p=0,0018 | p=0,2523 | p=0,0415
Controle vs Tratamento p=0,0143 | p=0,0239 | p=0,4534 | p=0,1882
Cirurgia vs Tratamento p<0,0001 | p=0,0139 | p=0,0413 | p=0,0917

Efeito do Tempo sobre os Grupos Experimentais

Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,01 p<0,001
dia 03 vs dia 15 p<0,01 p<0,001
dia 03 vs dia 30 p<0,001 p<0,05

p=0,0995
dia 09 vs dia 15 p>0,05 p>0,05
dia 09 vs dia 30 p>0,05 p>0,05
dia 15 vs dia 30 p>0,05 p<0,01

Quadro 4 - Valores de "p" para expressdo génica para FLT4 em Regido Proximal de membros pélvicos
esquerdos de camundongos quando comparados os grupos Controle, Cirurgia e
Tratamento.

MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO PROXIMAL

Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais
Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
p=0,0006 | p=0,4275 | p=0,4684 | p=0,0002
p=0,0232 | p=0,0041 | p=0,0017 | p<0,0001
p=0,0007 | p=0,0059 | p<0,0001 | p<0,0001

Controle vs Cirurgia

Controle vs Tratamento

Cirurgia vs Tratamento

Efeito do Tempo sobre 0os Grupos Experimentais

Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,001 p<0,001
dia 03 vs dia 15 p<0,001 p<0,001
dia 03 vs dia 30 p<0,01 p<0,001

_ _ p=0,0935
dia 09 vs dia 15 p>0,05 p>0,05
dia 09 vs dia 30 p>0,05 p>0,05
dia 15 vs dia 30 p>0,05 p>0,05
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Quadro 5 - Valores de "p" para expressdo génica para FLT4 em Regido Média de membros pélvicos

esquerdos de camundongos quando comparados os grupos Controle, Cirurgia e

Tratamento. ) _ )
MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO MEDIA
Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais
Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
Controle vs Cirurgia p=0,9856 | p=0,7336 | p=0,5344 | p=0,3497
Controle vs Tratamento p=0,7630 | p=0,0005 | p=0,0406 | p=0,0390
Cirurgia vs Tratamento p=0,7163 | p=0,0005 | p=0,0054 | p=0,0268
Efeito do Tempo sobre os Grupos Experimentais
Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,0001
dia 03 vs dia 15 p>0,05
dia 03 vs dia 30 p>0,05
p=0,1049 | p=0,2678
dia 09 vs dia 15 p<0,05
dia 09 vs dia 30 p>0,05
dia 15 vs dia 30 p>0,05

Quadro 6 - Valores de "p" para expressao génica para FLT4 em Regido Distal de membros pélvicos
esquerdos de camundongos quando comparados os grupos Controle, Cirurgia e

Tratamento. ) _
MEMBRO PELVICO ESQUERDO - REGIAO DISTAL
Efeito da Cirurgia e Efeito do Tratamento nos Grupos Experimentais
Dia 03 Dia 09 Dia 15 Dia 30
Controle vs Cirurgia p<0,0001 | p=0,3225 | p=0,5096 | p=0,0289
Controle vs Tratamento p=0,0036 | p=0,0447 | p=0,3185 | p=0,0004
Cirurgia vs Tratamento p<0,0001 | p=0,0672 | p<0,0001 | p<0,0001
Efeito do Tempo sobre 0os Grupos Experimentais
Controle | Cirurgia Tratamento
dia 03 vs dia 09 p<0,001 p<0,001
dia 03 vs dia 15 p<0,001 p<0,001
dia 03 vs dia 30 p<0,001 p<0,001
p=0,2474
dia 09 vs dia 15 p>0,05 p>0,05
dia 09 vs dia 30 p<0,001 p>0,05
dia 15 vs dia 30 p<0,001 p>0,05






