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RESUMO



A doenga arterial oclusiva (DAO) € a principal causa de morbidade e mortalidade em paises
industrializados. Com o aumento da expectativa de vida da populacio mundial a DAO
tornou-se um problema de saude publica também em paises em desenvolvimento. O
tratamento de uma das formas graves de DAO, a isquemia critica de membros inferiores
(ICMI), normalmente oferece alivio tempordrio e muitas vezes requer a amputagdo do
membro afetado. No Brasil, a sobrevida desses pacientes é compardvel a algumas formas
de cancer. Desta forma, a busca de estratégias terapéuticas alternativas a amputagdo é

fundamental para estes pacientes.

Nesse estudo, nés exploramos o papel da angiogé€nese terapéutica induzida por terapia
génica (TG) em modelos animais ICMI. A angiogénese terapéutica se baseia na utiliza¢ao
de fatores de crescimento vascular sob a forma de proteinas recombinantes ou TG. A
reposicdo de proteina deve ser mantida por periodos prolongados e normalmente requer
administracao sistémica. Isto aumenta o risco de formacdo de vasos em locais indesejaveis
como tumores ocultos ou retina. Estudos clinicos anteriores demonstraram que a inducao de
angiogénese terapéutica utilizando apenas um fator pré-angiogénico € eficaz. No entanto,
esses estudos sugerem que integridade destes neovasos € deficiente pela ocorréncia de

edema de membros inferiores ou proteinuria apds a monoterapia angiogénica.

Neste trabalho avaliamos a eficdcia da TG combinada usando vetores ndo virais com 0s
genes de dois fatores de crescimento: FGF-2 e PDGF-BB, em comparacdo com a
transferéncia génica isolada do VEGF-A. A escolha destes dois fatores deveu-se ao fato de
eles atuarem em etapas distintas e complementares do processo de formagdo vascular:
formacdo e estabilizacdo dos novos vasos, respectivamente. Para este fim utilizamos o
modelo de isquemia da pata posterior em ratos, € um novo método ndo invasivo, o
99mTc-sestamibi para avaliacdo da neovascularizacdo. A expressdao combinada do FGF-2 e
PDGF-BB induziu a formacdo de neovasos com a mesma intensidade € com a mesma
relevancia funcional que o uso do VEGF-A isolado. No entanto, a estratégia combinada se
mostrou mais atraente por induzir a formacgao de vasos mais integros, e necessitar de doses
individuais 50% menores de cada gene terapéutico. Em conjunto esses dados demonstram
que a TG combinada com FGF-2/PDGF-BB ¢ eficaz e potencialmente mais segura para o

tratamento da ICMI.

Resumo
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Com o objetivo de definir fatores que afetam a resposta angiogénica pds-natal, nds
investigamos o papel da trombina durante a inducdo de neovasos. Animais receberam
diversos inibidores da coagulacdo imediatamente ou apds 72 horas da inducdo de isquemia
periférica. N0s documentamos que a inibi¢do da coagulacido sangiiinea na fase aguda da
isquemia diminui a resposta angiogé€nica, mas esse efeito ndo € observado quando a
anticoagulacdo € iniciada apés 72 horas. A ativacdo dos receptores celulares da trombina
(e outras proteases) pode oferecer um novo alvo para otimizar a resposta angiogénica

pOs-natal.

Em conjunto, os resultados obtidos formam a base para estudos futuros utilizando a TG
combinada com FGF-2/PDGF-BB como uma alternativa potencialmente eficaz e segura

paro tratamento da ICMLI.
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ABSTRACT



Arterial occlusive disease (AOD) is the main cause of mortality and morbidity in
industrialized countries. Global improvements in life expectancy have turned it into a
public health problem in developing countries as well. The treatment of one of the severe
presentations of DAO, which is critical limb ischemia (CLI) normally offers temporary
relief to symptoms, often requiring major amputations of the affected limb. In Brazil, the
prognosis of CLI is similar to that of some forms of cancer. Therefore, new therapeutic

strategies alternative to amputations are necessary for these patients.

In the present work we evaluated the role of therapeutic angiogenesis induced by gene
therapy (GT) in animal models of CLI. Therapeutic angiogenesis consists in the use of
vascular growth factors by means of recombinant proteins or GT. When using protein
formulations, therapy must be maintained for prolonged periods and normally involves
systemic administration. These requirements increase the risk of inducing the formation of
neovessels in undesired places such as occult malignant lesions or retina. Previous studies
have demonstrated that therapeutic angiogenesis using a single pro-angiogenic factor is
effective. However, these studies suggest that the new formed vessels are leaky, as
evidenced by the occurrence of lower limb edema and proteinuria after pro-angiogenic

monotherapy.

In the present work we evaluated efficacy of a combined GT strategy using non-viral
vectors expressing two vascular growth factors: FGF-2 and PDGF-BB, and compared this
strategy to the gene transfer of VEGF-A alone. The choice of these two growth factors was
due to their complementary roles in the process of vascular development: formation and
stabilization of new vessels. In order to do so we used a hindlimb ischemia model in rats,
and a new non-invasive method based on 99mTc-sestabimi scintigrapy, to evaluate the
neovascularization response. Dual gene transfer of FGF-2 and PDGF-BB using non-viral
vectors was able to induce a similar revascularization response as VEGF-A alone, both in
terms of anatomical and functional parameters. In regard to safety, the dual gene transfer
strategy was more attractive because it was able to induce more stable capillaries, and
required a 50% lower individual dose of each therapeutic gene. Taken together our data
demonstrate that this dual gene transfer strategy is an effective safer strategy for the

treatment of CLI by therapeutic angiogenesis.

Abstract
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In order to investigate factors that might affect the revascularization post-natal response, we
further investigated the role of thrombin during the induction of neovascularization.
Animals were treated with different coagulation inhibitors immediately after or 72 hours
after the creatin of hindlimb ischemia in rats. We documented that the inhibition of blood
coagulation in the acute phase of ischemia impairs the angiogenic response. In contrast, this
effect was not observed when anticoagulation was initiated after 72 hours of ischemia. The
activation of cellular receptors of thrombin and other proteases might therefore offer an

new target to optimize post-natal revascularization.

Based on our results, future studies using combined GT with FGF-2 and PDGF-BB are

warranted in order to translate these findings into a new and safer strategy for the treatment

of CLI.

Abstract
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1- INTRODUCAO



1.1-Doenca arterial oclusiva cronica periférica

A doenca arterial oclusiva (DAO) é a principal causa de morbidade e
mortalidade em paises industrializados a despeito da adocdo de medidas preventivas ao
longo das udltimas décadas, e representa um problema de dimensdes crescentes para paises
em desenvolvimento (Gales-Camus et al., 2005). A maioria das mortes atribuidas a DAO
ocorre em paises em desenvolvimento, com o agravante de ocorrerem em uma faixa etdria
mais precoce, resultando em um impacto sécio-econdmico ainda mais significativo
(Beaglehole et al., 2003). Clinicamente a DAO engloba o infarto agudo do miocardio,
acidentes vasculares isquémicos cerebrais e doenca arterial obstrutiva cronica periférica
(DAOCP). Frente a seu cardter emergente e ao acometimento de faixas etdrias produtivas,
vultuosos investimentos em programas preventivos e terapéuticos sdo realizados

anualmente.

DAOCP ¢ definida como a obstru¢do do fluxo sanguineo arterial fora da
circulacdo cerebral e cardiaca (Garcia LA, 2006). Quando acomete a circulagdo dos
membros inferiores, o quadro clinico € silencioso nos estigios iniciais, podendo haver
manifestagdes de claudicacdo intermitente quando a obstru¢do do fluxo sanguineo chega a
50% do normal. Estima-se que entre 15 e 20% de pacientes com claudicacdo intermitente
evoluirdo para isquemia critica de membros inferiores (ICMI) (Second European
Consensus Document on chronic critical leg ischemia, 1991; Dormandy J et al., 1989).
A ICMI pode ser definida pela presenca de (1) mais de duas semanas de dor em repouso
necessitando do uso regular de analgésicos ou (2) presenca de ulcera sem cicatrizagdo ou
gangrena de extremidades, associada a demonstracdo objetiva de hipoperfusdo:pressao

sistélica < 50mmHg no tornozelo ou < 30mmHg no hélux.

Estudos epidemiolégicos revelam que a ICMI ocorre em aproximadamente 500
a 1.000 individuos por milhdo por ano, e que resulta em 150 a 250 amputagdes/ano por
milhdo de habitantes (Second European Consensus Document on chronic critical leg
ischemia, 1991). O progndstico destes pacientes pode ser comparado ao de algumas
neoplasias malignas, mostrando taxas de sobrevida global abaixo de 50% em 5 anos

(Dormandy JA e Thomas, 1988). Um estudo recente revela que nos EUA, apesar de uma
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tendéncia de queda, mais de 111.000 amputagdes por ICMI foram realizados em 2003, com
uma mortalidade peri-operatéria acima de 6% (Nowygrod et al., 2006). No Brasil, um
estudo retrospectivo estimou em 44% a mortalidade no primeiro ano apds uma amputagao,
com sobrevida abaixo de 35% em cinco anos (de Godoy et al., 2005). Fatores étnicos e
socio-econdmicos também influenciam o progndstico de pacientes com DAOCP. Estudos
populacionais revelam que amputagdes sao relativamente mais freqiientes em
afro-descendentes do que em caucasianos com DAOCP (Brothers et al., 1997; Huber et al.,
1999). Mais recentemente, foi demonstrado que esta associacdo espelha ao menos em parte
a distribuicdo de minorias étnicas (afro-descendentes e hispanicos) nas camadas mais
pobres (Wachtel, 2005). O grande contingente de afro-descendentes, as dificuldades socio-
econOmicas histdricas na populacdo brasileira, e a falta de uma infra-estrutura adequada
para a reabilitacdo sdo potenciais agravantes do impacto sécio-econdmico da ICMI em
nosso meio. Em conjunto, esses dados mostram a importincia da busca de terapias

alternativas a revascularizacio para salvamento do membro para estes pacientes.

1.2 - DAOCP como alvo modelo para terapia génica e/ou celular

Na terapia génica (TG), o repertdrio genético de células somadticas € modificado
com objetivos terapéuticos. Inicialmente considerada uma fantasia que ndo se tornaria
realidade por vérias geracdes, a TG humana passou dos estudos de factibilidade e seguranga
em animais para estudos clinicos em humanos em um ritmo que surpreenderia até seus mais
ardentes defensores (Wivel e Walters, 1993). Apds um periodo em que sua factibilidade foi
severamente desafiada apds a ocorréncia de eventos adversos graves em humanos
(Raper et al., 2003), o uso de 4dcido nucléicos como agentes terapéuticos voltou a ganhar
forca pelo relato da primeira cura utilizando a TG (Cavazzana-Calvo et al., 2000), e pelo
sucesso na obtencdo de niveis elevados de fator IX em pacientes com hemofilia B grave

(deficiéncia hereditaria do fator IX) (Manno et al., 2006).
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Através da TG, genes de fatores de crescimento vascular podem ser injetados
no musculo isquémico, o qual funcionaria tanto como sitio de producdo destas proteinas,
como alvo terapéutico principal. De fato, a idéia de induzir a formagdo de circulagcdo
colateral como forma de tratar as complicagcdes da DAOCP, conceito conhecido como
“angiogénese terapéutica”, partiu da observacao clinica e arteriografica do desenvolvimento
espontaneo de vasos colaterais preservando a funcdo ventricular em pacientes com doenca
coronariana isquémica (Habib et al., 1991). Assim ao aumentarmos a formagdo de vasos
colaterais estariamos apenas intensificando o que espontaneamente acontece no tecido
isquémico. Mais recentemente, a demonstracio que células progenitoras endoteliais
derivadas da medula dssea se incorporam aos vasos neoformados langou as bases para o

uso destas células no tratamento de pacientes com DAOCP (Asahara et al., 1997).

A seguir abordaremos algumas caracteristicas da DAOCP que a tornam um

modelo de alvo atraente para a TG.

1.2.1 - Limitagdes do tratamento da DAOCP

Na DAOCP, e mais especificamente entre pacientes que evoluem para ICMI, o
tratamento especifico (i.e., revascularizacdo cirtrgica ou por catéter) ¢ muitas vezes
invidvel, quando hd doenca arterial difusa ou co-morbidades que dificultam sua realizacdo
(Dormandy J et al., 1989; Isner e Rosenfield, 1993). Conforme ja mencionado, estes
tratamentos sdo freqiilentemente nao factiveis e associados a uma taxa significativa de
mortalidade (Management of peripheral arterial disease. TransAtlantic Inter-Society

Consensus, 2000)

1.2.2 — Relacao risco-beneficio

Estima-se que cerca de 25% dos pacientes com ICMI necessitem de uma
amputacdo maior, e que destes, 50% evoluem para 6bito apds o primeiro ano da amputagcdo

(Management of peripheral arterial disease. TransAtlantic Inter-Society Consensus, 2000).
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No Brasil, a sobrevida em cinco anos deste grupo de pacientes com ICMI submetidos a
amputacdo foi menor que 35% (de Godoy et al., 2005), o que € semelhante a formas
agressivas de cancer. Por outro lado, a mortalidade entre quase 200 pacientes com DAO
incluidos em protocolos de TG com vetores ndo virais ndo difere dos padrdes observados
em pacientes sob tratamento convencional, o que mostra a seguranga desta estratégia (Isner

et al., 2001). Em conjunto, estes dados apontam para uma relacao risco-beneficio favoravel,

justificando a investiga¢do da TG como alternativa terap€utica para estes pacientes.

1.2.3 — Caracteristicas gerais da angiogénese terapéutica.

Um dos principais entraves ao sucesso da TG nas doengas hereditarias resulta
da necessidade de obtencdo de expressdo de niveis elevados e duradoura do gene
terapéutico. Em contraste, a angiogénese terapéutica requer somente expressao transitoria e
em niveis relativamente minimos comparados com o tratamento de outras doencgas
genéticas. Dor e colaboradores demonstraram que vasos induzidos em coracdo e figado
através da expressao local do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) sao
mantidos estdveis por longos periodos, mesmo apds a abolicdo completa do estimulo
angiogénico (Dor et al., 2002). A possibilidade de acdo terapéutica com expressao
transitéria do gene terapéutico se torna ainda mais atraente pois minimiza os risco de
efeitos adversos indesejdveis. Estas caracteristica da angiogénese terap€utica abriram

caminho da TG para DAOCP.

O principal elemento de um protocolo de TG é o vetor, que € o agente que
transporta o gene para dentro das células possibilitando a expressdo do gene terapéutico. De
uma forma genérica ndo existe um vetor ideal, e a escolha do vetor para o sucesso e
desenvolvimento de um programa de terapia génica deve levar em conta principalmente a
estabilidade da expressdo e a seguranca do vetor. Na tabela 1 sdo destacadas as principais

caracteristicas dos sistemas mais utilizados em TG.
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Tabela 1- Principais caracteristicas de sistemas de vetores utilizados em TG

Propriedades de diferentes sistemas de vetores

Caracteristicas Plasmideo Adenovirus AAV Retrovirus
DNA

Integraciao genoma Nao Nao Nao* Sim

Imunidade pré existente Nao Sim Sim Improvavel

Duracao expressao 1 — 4 semanas Curta Prolongada Prolongada

Producao Simples Complexa Complexa Complexa

AAV: virus adeno-associado. *No figado, predomina (>95%) a forma epissomica do genoma do AAV.

O restante se integra de forma randomizada ao genoma hospedeiro.

Em 1990, Wolff e colaboradores publicaram a intrigante observacdo que DNA
ou RNA puro podem ser absorvidos e expressos por células musculares esqueléticas de
camundongos sem a participacdo de nenhum sistema especial de transferéncia génica
(Wolff JA et al.,, 1990). Embora o mecanismo de captura do DNA pela célula alvo
permaneca desconhecido (Wolff J et al.,, 2005), a confirmacdo desta observacdo abriu
caminho para a utilizacdo destes vetores (em geral sob a forma de plasmideo DNA puro) na
TG de doengas musculares hereditarias e adquiridas, entre as quais a DAOCP. Vetores nao
virais apresentam como principal vantagem o perfil de seguranga, j& que ndo apresentam
risco de mutagénese insercional (ndo se integram ao genoma da célula alvo) (Crystal, 1995)
nao desencadeiam reagdes inflamatdrias graves (auséncia de resposta imune inata ao vetor)
e ndo hd imunidade prévia do hospedeiro que limite a expressdo génica
(Manno et al, 2006). Além disso, os vetores ndo virais sao de produgdo simples e de menor
custo quando comparados aos virais. Como vantagem adicional, a musculatura esquelética
€ considerado um tecido-alvo atraente devido a sua elevada massa e facil acesso que

possibilita ampla aplicagao clinica
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1.2.4 — Modelos animais

A existéncia de modelos animais que reproduzem a evolucdo clinica da ICMI
(Pu et al., 1993) permitiu a realizacdo de estudos pré-clinicos e acelerou o desenvolvimento
de protocolos terapéuticos de TG para DAOCP em humanos. Neste modelos, a isquemia da
pata posterior de ratos € gerada pela exérese da artéria femoral de uma das patas. A queda
do fluxo sanguineo para niveis entre 30-50% induz uma série de mecanismos de
neovascularizacdo que permitem que ao longo de 3-4 semanas o fluxo sanguineo em
repouso atinja cerca de 60-70% dos valores basais (Scholz et al., 2002). O estudo
angiografico destes animais mostra que colaterais partindo de ramos da artéria iliaca interna
até porcdes distais da pata, bem como uma extensa rede de capilares nos musculos
isquémicos, sdo responsdveis pelo restabelecimento parcial do fluxo sanguineo nestes
membros (Takeshita et al., 1997). Ainda que este modelo ndo mimetize a progressdo lenta
da DAO em pacientes com aterosclerose, o processo de revascularizacdo que ocorre apds o
estabelecimento da isquemia envolve os principais mecanismos de desenvolvimento
vascular (Asahara et al., 1997; Scholz et al., 2002), e a técnica vem sendo amplamente
usada como modelo para os processos de revascularizagdo que ocorrem em musculo

esquelético isquémico.

Embora a revascularizacdo que ocorre neste modelo esteja associada a intensa
proliferacdo capilar, o real significado destes capilares para a perfusdo efetiva permanece
incerto. Desta forma, ¢ fundamental que a avaliacdo da eficidcia da neovascularizacdo

terapéutica envolva tanto métodos anatdmicos quanto funcionais.

1.3 - Desenvolvimento do sistema vascular

O desenvolvimento do sistema vascular € um dos primeiros eventos do
processo de organogénese. No embrido humano, esse processo se inicia pela migracao de
células do folheto mesodérmico entre o 15° e 18° dia de vida, dando origem as ilhotas
sanguineas. Nas ilhotas, duas camadas celulares se diferenciam: precursores

hematopoiéticos (camada interna) e precursores das células endoteliais (CE) - angioblastos
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(camada externa) (Choi et al., 1998). A diferenciacdo dos angioblastos em CE é chamada
de vasculogénese, processo pelo qual sdao formados os vasos primitivos do embrido.
Virias etapas posteriores sdo necessdrias até que para formacdo do sistema vascular
funcional. Nestas etapas, brotos vasculares surgem dos tubos pré-existentes, em um
processo conhecido como angiogénese, esquematizado na figura 1. A etapa seguinte € a
incorporagdo de células murais (pericitos e células musculares lisas) e matriz extra celular
aos vasos recém formados, chamada de arteriogénese, e considerado uma etapa critica do

desenvolvimento vascular (Conway et al., 2001).
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Figura 1- Etapas do desenvolvimento do sistema vascular no embrido

Figura 1- A angiogénese inicia-se a partir de tubos de células endoteliais (CE)
formados pela diferenciagdo in situ e de novo de angioblastos (vasculogénese). A
vasodilatacdo destes tubos, mediada pelo 6xido nitrico, seguida por um aumento da
permeabilidade vascular mediada pelo fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
sdo os primeiros eventos desta cadeia, e resultam no extravasamento de proteinas para o
espago extra-celular, que funcionam como suporte para novas CE. Concomitantemente
inicia-se a degradacdo da matriz extracelular e das ligacdes entre CE, que permitem a

migragdo e o rearranjo local destas. Esta degradacdo decorre da acdo de metaloproteases de
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matriz (MMP) e permite ganho de espaco fisico para CE e liberacdo de fatores de
crescimento vascular seqiiestrados na matriz. As CE entdo proliferam-se e migram para os
sitios de formag¢do de novos vasos ou brotos vasculares. Na etapa de arteriogénese, pericitos
e células musculares lisas se associam a estes tubos vasculares dando origem a uma rede

vascular funcional.

A regulacdo de todas as etapas descritas acima ¢ feita através de uma complexa
rede de fatores de crescimento vascular. O VEGF exerce um papel critico em todas estas
etapas. Linhagens derivadas de células tronco embriondrias com capacidade de
diferenciagdo em CE, pericitos e células musculares lisas s@o caracterizadas
fenotipicamente pela expressdo do VEGFR-2, o principal receptor do VEGF. Além do
VEGTF, outros fatores sdo fundamentais para as etapas subseqiientes a vasculogénese, das
quais dependem os processos de remodelamento necessdrios para a adaptagdo dos vasos as
condi¢des de cada 6rgdo. Logo apds a formacdo dos tubos endoteliais primitivos, células
mesenquimais sdo recrutadas e organizadas em camadas para a formacdo de vasos
maduros, um processo que depende da interacdo regulada entre CE e células murais.
O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é secretado pelas CE e seus
receptores sdo expressos em precursores das células musculares lisas (Shinbrot et al.,
1994). Sua presenca é fundamental para o recrutamento dos componentes da parede
vascular, fazendo dele um dos primeiros fatores identificados que atuam na comunicagao
entre CE e células murais (Leveen et al., 1994). As células musculares lisas estabilizam as
CE impedindo sua proliferacdo desregulada, e dificultando sua regressdo, mesmo se 0s
estimulos para proliferacdo atingem niveis limitantes a sobrevida celular (Benjamin et al.,
1998). As angiopoietinas sao ligantes de uma familia de receptores tirosina-quinases
expressos seletivamente em CE (Davis et al., 1996). O papel da angiopoietina 1 (Angl) estd
relacionado a manutenc¢do da integridade vascular (Thurston et al., 1999) e ao recrutamento
de células musculares lisas (Suri et al., 1996). A angiopoietina 2 (Ang2) parece agir como
um agente desestabilizante vascular e antagonista da Angl. Ao contrdrio da Angl, expressa
constitutivamente no endotélio quiescente, a expressdo da Ang2 € induzida e marca os
vasos tanto para proliferacdo quanto para a regressao, dependendo da presenca ou auséncia
do VEGF (Maisonpierre et al., 1997). Outro componente fundamental nestes processos sao

as efrinas e seus receptores Eph. Nas fases inicias do remodelamento vascular, as efrinas
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B2 e B4 apresentam distribuicdo especifica no endotélio das artérias e veias
respectivamente, o que sugere um papel destas proteinas na identidade arterial e venosa

(Wang HU et al., 1998).

Outra molécula importante nos processos de desenvolvimento vascular € a
trombina. A trombina € uma protease essencial para a coagulacdo. O processo de
coagulacgdo € iniciado pelo fator tissular (FT), que normalmente se encontra separado das
proteinas circulantes da coagulacdo, quando este entra em contato com o fator
VII ativado (FVIlIa) em locais de lesdo vascular. O complexo FT/FVIla ativa o fator X em
fator X ativado (FXa), que tendo o fator V ativado (FVa) como co-fator, transforma a
protrombina em trombina. A trombina entdo amplifica o processo de coagulagcdo por varios
mecanismos que incluem ativacdo plaquetdria, ativacdo dos fatores V, VIII, XI e XIII da
coagulacdo, que levam a formacdo de trombos de fibrina e plaquetas. A ativagcdo
plaquetdria mediada pela trombina ocorre através de sua ligagdo a receptores ativados por
proteases (PARs) na superficie plaquetaria (Coughlin, 2000) Curiosamente, camundongos
com deficiéncia de PAR-1 apresentam letalidade embriondria proxima a 50% na fase do
desenvolvimento do sistema vascular, associada a sangramento no embrido e
anormalidades nos vasos primitivos (Connolly et al., 1997). O fato de estes animais
apresentarem fungdo plaquetdria normal e de estas alteragdes poderem ser revertidas pela
expressao transgénica do PAR-1 em CE (Griffin et al., 2001) demonstra a participacdo da
trombina na estabilizacdo dos novos vasos durante a angiog€nese, por uma via
independente de sua agdo na coagulacdo. Nao surpreendentemente, camundongos com
deficiéncia de outros fatores envolvidos na geraciao de trombina como o fator tissular (FT),
protrombina e fator V apresentam fenétipo semelhante com letalidade embriondria durante
o desenvolvimento vascular (Bugge et al., 1996; Carmeliet et al., 1996; Toomey et al.,

1996; Xue et al., 1998).

Dessa forma, coagulacdo e angiogénese podem ser vistas como sistemas que
atuam em conjunto na interface entre CE e células sanguineas com o objetivo comum de
manutenc¢do da estabilidade vascular e reparo de lesdes endoteliais, de modo que a ativagao
da coagulacdo implicaria necessariamente na ativagdo — via trombina e PARs - de sinais

pré-angiogénicos. Esta fungdo celular da trombina pode estar relacionada a vérias de suas
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funcgdes ja demonstradas em experimentos in vitro tais como aumento da expressao de HIF-
la, VEGF e seus receptores (Huang et al., 2001; Tsopanoglou e Maragoudakis, 1999),
Ang2 (Huang et al.,, 2002), ativacio de MMPs (Zucker et al., 1995), e estimulo a
proliferacdo e migracdo de CE (Caunt et al., 2003).

A seguir detalharemos algumas caracteristicas dos fatores de crescimento

vascular utilizados em nossos estudos.

“Fibroblast growth factor” (FGF): em 1971 Folkman e colaboradores

descreveram um fator angiogénico a partir de células de carcinoma Walker 256 em ratos
(Folkman et al., 1971). Desde entdo, 22 membros relacionados a familia do FGF ja foram
identificados (Itoh e Ornitz, 2004). Dentre estas isoformas, o FGF-1 e FGF-2 sdo capazes
de induzir em CE vdrias mudancas fenotipicas que recapitulam etapas importantes do
processo de desenvolvimento do sistema vascular (Bastaki et al., 1997) que incluem
proliferacdo e migracdo de CE e ativacdo de MMPs entre outras (Presta et al., 2005). In
vivo, o efeito pro-angiogénico do FGF-1 e FGF-2 foi demonstrado pela infusdo exdgena do
FGF e pelo efeito inibitério de anticorpos anti-FGF-2 em um modelo classico de

angiogénese (Presta et al., 2005).

“Vascular endothelial growth factor A” (VEGF-A): descoberto ha 20 anos, o

VEGF-A foi inicialmente descrito como um fator secretado por linhagens celulares de
carcinoma que aumentava a permeabilidade de vasos da pele e induzia a formacdo de ascite
(Senger et al., 1983). Mais tarde varios grupos demonstraram que a acdo deste fator era
mais abrangente e induzia a proliferacdo, migracdo e formagdo de estruturas tubulares de
células endoteliais (Ferrara et al., 2003). O VEGF-A ¢ uma glicoproteina homodimérica
que ocorre naturalmente em pelo menos seis isoformas distintas contendo 121, 145, 165,
183, 189 e 206 aminodcidos, como resultado de "splicing" alternativo (Tischer et al., 1991).
As formas secretadas do VEGF-A sdao VEGF-A 121, 145 e 165, ao passo que as isoformas
VEGF-A 183, 189 e 206 encontram-se seqiiestradas por moléculas da matriz extracelular
(Houck et al., 1991). A expressdao do VEGF-A ocorre, entre outros estimulos, em resposta a
hipdéxia (Shweiki et al., 1992). Atualmente é reconhecido que a hip6xia induz a expressdo e

ligacdo do HIF-1a a uma regido promotora do gene VEGF-A, levando ao aumento de sua
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transcri¢do. (Kimura et al., 2000). A acdo do VEGF-A ¢ mediada pela sua ligacio com
receptores transmembrana tirosino quinase especificos — VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-
3. O VEGFR-2 € o principal receptor do VEGF-A nas CE, sendo também expresso em CE
progenitoras circulantes (Veikkola et al., 2000).

O papel central do VEGF-A no desenvolvimento vascular foi explorado no
periodo embrionério pelo método de "knockout" génico. Camundongos homozigotos para
deficiéncia do gene do VEGFR-1 (-/-) ndo desenvolvem precursores hematopoiéticos ou do
sistema vascular, caracteristica esta associada a letalidade embrionaria (Shalaby et al.,
1995). O mesmo ocorre com animais homozigotos para deficiéncia de VEGF-A
(Carmeliet et al., 1997). Além disso, em uma observag¢do incomum, a heterozigose para o
gene do VEGF (+/-) determinou a mortalidade de todos os animais, o que indica a
necessidade de concentracdes ideais do VEGF para a formagdo vascular (Carmeliet et al.,
1997). O papel de pequenas variacdes nas concentracdes de VEGF na angiogénese

p6s-natal ainda ndo estd estabelecido.

“Platelet-derived erowth factor” (PDGF): a familia de fatores PDGF,

descoberta em meados dos anos 70 (Ross et al., 1974), é composta por cinco isoformas de
homodimeros ou heterodimeros (PDGF-AA, BB, CC, DD, AB). Dentre todas as isoformas,
o PDGF-BB, através de sua ligagdo com o receptor PDGF-R3 é quem apresenta atividade
pré-angiogénica mais significativa (Battegay et al., 1994), ainda que menos intensa que a
do FGF ou VEGF (Heldin e Westermark, 1999). Durante a angiogénese, o PDGF-BB ¢&
secretado pelas CE, enquanto o receptor PDGF-RP € expresso nas células murais.
A interagdo ligante-receptor, facilitada pela relacdo fisica obrigatéria entre os dois, induz a
proliferacdo e migracdo de pericitos e células musculares lisas durantes o processo de
maturacdo vascular. A importancia deste processo no desenvolvimento vascular fica clara a
partir da demonstragdo que camundongos “knockout” para PDGF-BB ou seu receptor
PDGF-Rf} apresentam fenétipo semelhante caracterizado por letalidade perinatal devido a
mal-formacdes vasculares, atribuidas a ausé€ncia de pericitos e células musculares lisas
(Leveen et al., 1994; Soriano, 1994). Esta auséncia traz como conseqii€éncia hiperplasia
endotelial, jungdes intercelulares anormais, e dobras excessivas na membrana basal

(Hellstrom et al., 2001). Além disso, ndo apenas a presenca, mas os niveis de PDGF-BB
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sdo criticos para o desenvolvimento normal das células murais, na medida em que
camundongos heterozigotos para o alelo PDGFB +/- apresentam uma reducao significativa

no numero de pericitos (Hammes et al., 2002).

1.3.1 - Angiogénese pos-natal

Sao freqiientes as situagdes em que a angiog€nese ocorre na vida pos-
embriondria. Em situagdes fisiologicas, exemplos cldssicos incluem o ciclo ovulatério
(formacdo e regressdao do corpo lateo) e o processo de cicatrizagdo de feridas. Além disso,
vdrias situacdes patoldgicas estdo associadas ao aumento da angiogé€nese, tais como a
inflamacdo, adaptac@o a isquemia, retinopatia proliferativa e o crescimento e disseminagao
de tumores (Carmeliet, 2003). A visdo corrente do processo de crescimento vascular
pOs-natal baseia-se na premissa que muitos dos eventos que ocorrem durante o

desenvolvimento embriondrio do sistema vascular sao recapitulados no periodo pds natal.

1.4 - Angiogénese terapéutica na DAOCP
1.4.1 - Justificativa

Para que a angiogénese terapéutica se justifique do ponto de vista tedrico, pelo
menos uma das duas condicdes a seguir devem ser verdadeiras: (1) a presenca de niveis
diminuidos de fatores de crescimento vascular em tecidos isquémicos, ou (2) a
possibilidade de otimizacdo da resposta endégena a isquemia pela utilizacdo de doses
supra-fisioldgicas destes fatores. Em relagdo a primeira hipétese, Schultz e colaboradores
demonstraram uma correlacdo positiva entre a expressdo de VEGF-A estimulado pela
hipéxia de mondcitos e o nimero de colaterais no miocardio de pacientes com isquemia
coronariana cronica (Schultz et al., 1999). Na mesma linha, coelhos e camundongos senis
apresentam resposta angiogénica subnormal, atribuida a niveis diminuidos de VEGF-A nos
tecidos isquémicos. A suplementacdo com VEGF-A reverteu a resposta subnormal nos

animais senis (Rivard et al., 1999). Em contrapartida, niveis elevados de VEGF-A ja foram
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descritos no soro de pacientes com angina estavel (Briguori et al., 2006). Um tnico estudo
que avaliou as concentracdes destes fatores em musculo e pele isquémicos de pacientes
com DAOCP encontrou niveis normais de VEGF-A, e niveis elevados de FGF-2, sugerindo
uma deficiéncia relativa de VEGF-A nestes tecidos (Palmer-Kazen et al.,, 2004).
Em relacdo a segunda hipétese, varios estudos jd demonstraram que doses supra-
fisiolégicas de VEGF otimizam a resposta angiogénica (Post et al., 2001), e este foi de fato
o racional para a maioria dos protocolos inicias de angiogénese terapéutica. No entanto, é
conveniente destacar que doses supra-fisioldgicas de VEGF-A e FGF-2 também ja se
mostraram capazes de induzir a formagdo de vasos aberrantes (Ozawa et al., 2004;

Sola et al., 1997), e a janela terap€utica pode ser estreita.

1.4.2 — Dados pré-clinicos

Utilizando variacdes do modelo de isquemia da pata posterior (Pu et al., 1993),
a eficicia de fatores de crescimento vascular na indug¢do de proliferacdo vascular foi
demonstrada através da administrac¢do intra-arterial, endovenosa e intra-muscular de varios
fatores recombinantes ou através da transferéncia génica dos mesmos (Bauters et al., 1995;
Garcia-Martinez et al., 1999; Shimpo et al., 2002; Takeshita et al., 1994a; Takeshita et al.,
1994b; Tsurumi et al., 1996). Embora mais de uma dezena de fatores ja tenha sido avaliada
quanto a eficiacia (Bobek et al., 2006), a maioria dos estudos utilizou VEGF ou FGF,
fatores cuja eficicia estd demonstrada de forma mais contundente (Khan et al., 2003).
Nestes estudos, aumentos significativos no nimero de vasos foram obtidos, embora o
significado destes aumentos para a perfusdo efetiva permaneca indefinido
(Yla-Herttuala e Alitalo, 2003). No conjunto, estes resultados levaram a uma relativamente

rapida passagem da fase pré-clinica para estudos de fase 1 em humanos.

1.4.3 — Dados clinicos
1.4.3.1 - Proteinas recombinantes

A angiogénese terap€utica através do uso de proteinas recombinantes na
DAOCEP foi avaliada em um estudo de fase 2 (Lederman et al., 2002). Neste estudo duplo-

cego controlado com placebo, foram comparadas a infusdo intra-arterial de uma ou duas
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doses (dias 1 e 30) de 30pg/kg de FGF-2 recombinante divididas nas duas artérias femorais
em 190 pacientes com claudicacdo intermitente. O parametro primdario de avaliacdo de
eficacia foi a modificacdo do tempo médximo de tolerdncia a caminhada (APWT) 90 dias
apo6s o tratamento. Como pardmetros secunddrios foram avaliados o APWT ap6s 180 dias, o
tempo de inicio de claudicacdo no teste de esfor¢co e modificagdo do indice tibio-braquial
(ITB) (basal comparado com dias +90 e +180), além de modificacdo de um questiondrio de
qualidade de vida. Neste estudo, o uso de FGF-2 aumentou o PWT no dia +90 de 0,60 min
para 1,77 min (dose tnica) e 1,54 min (duas doses) (P=0,03). No entanto, nenhuma
diferenca significativa pode ser demonstrada nos parametros secundarios de eficdcia.
Em 2003, o uso de VEGF-A recombinante foi avaliado em um estudo de fase 2 duplo-cego
controlado com placebo em pacientes com isquemia miocardica. Neste estudo a infusdo
intra-corondria do VEGF-A por 20 minutos seguida por infusdes endovenosas nos dias +3,
+6 e +9 ndo resultou em nenhum beneficio significativo, um resultado classificado com

“decepcionante” pelos autores (Henry et al., 2003; Lederman et al., 2002).

1.4.3.2 - Terapia génica

Em humanos, a terapia génica na angiogénese terapéutica foi utilizada pela
primeira vez em 1994 em um paciente com ICMI, que recebeu uma injecao intra-arterial
(distal a obstrucdo) de plasmideo-DNA contendo o ¢cDNA do VEGF-A (pVEGF)
(Isner et al., 1996). Os autores relataram melhora angiografica apos 12 semanas que,
associadas ao desenvolvimento de angiomas e edema unilaterais, sugeriam um efeito
biologico do tratamento. O primeiro estudo de fase 1 sobre o tema utilizou multiplas
injecOes intra-musculares do pVEGF (Baumgartner et al., 1998) em 9 pacientes com ICMI
sem proposta cirurgica. Os autores relataram aumento dos niveis de VEGF-A no soro,
melhora significativa do ITB, aumento de colaterais na angiografia e melhora das lesdes
troficas em 4 membros, o que pode evitar a amputacdo em 3 pacientes. Como efeito
adverso foi relatado edema transitério de membros inferiores em seis pacientes. Dois anos
mais tarde resultados semelhantes foram relatados pelo mesmo grupo em 50 pacientes

(Baumgartner et al., 2000). Subseqiientemente, outros estudos de fase 1 também sugeriram
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a eficdcia e seguranca destas estratégias (Comerota et al., 2002; Shyu et al., 2003), dando
impulso a realizacdo de estudos de fase 2. Merece destaque o fato que entre quase 200
pacientes tratados com TG usando vetores ndo virais expressando o VEGF-A, a
mortalidade foi semelhante a descrita em pacientes tratados de forma convencional
(Isner et al., 2001), o que pode ser considerado um resultado estimulante para estudos de
fase 1, em que a principal consideracdo é a demonstracdo da seguranca do tratamento
proposto. Mais recentemente, resultados de trés estudos de fase 2 randomizados duplo-
cegos foram publicados. No primeiro, 54 pacientes com DAOCP receberam o gene do
VEGF-A (n=35) ou placebo (n=19) por catéter apds a angioplastia. Os pacientes foram
ainda randomizados para tratamento com vetor viral (adenovirus, n=18) ou nao viral
(lipossomos/plasmideo-DNA, n=17). Embora tenha havido aumento significativo do
nimero de colaterais nos dois grupos tratados em relacdo ao placebo, outros pardmetros de
eficdcia ndo foram modificados (Makinen et al., 2002). No segundo, 105 pacientes foram
randomizados para tratamento com adenovirus com o gene do VEGF-A 121 em doses
baixas, elevadas ou placebo. O tratamento - 20 inje¢cdes intra-musculares no membro
1squémico no primeiro dia do experimento — ndo modificou nenhum parametro de eficacia
primdrio (APWT) ou secundario (AITB) ou melhora na qualidade de vida entre os grupos
experimentais (Rajagopalan et al., 2003). No mais recente, 54 pacientes com ICMI e
diabetes foram randomizados para tratamento com inje¢des intra-musculares de pVEGF ou
placebo. O parAmetro primdrio de eficdcia (amputa¢do no 100° dia) ndo foi modificado
significativamente pelo tratamento. Os autores relataram melhora significativa no I'TB e nas

lesdes troficas (Kusumanto et al., 2006).

Ainda que estes resultados tenham atestado a seguranca, e fortalecido o
potencial terapéutico da TG na DAOCP, a otimizagao destes protocolos (doses, fatores de

crescimento/vetor, via de administracdo) permanece em investigacao.
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1.4.4 - Efeitos adversos

Dois riscos potencialmente limitantes para a angiogé€nese terapéutica sao o
desenvolvimento ou aceleragdo de tumores malignos e a indugdo de angiogénese em locais
indesejados (retina de pacientes diabéticos ou lesdes aterosclerdticas) Até o momento

nenhuma evidéncia da ocorréncia destes efeitos foi relatada (Isner et al., 2001).

Os efeitos adversos mais comumente relatados em estudos com angiogénese
terapéutica sdao hipotensio, proteindria e edema de membros inferiores. Hipotensdo dose-
dependente ou proteintria (> 1g/24h ) foram relatadas nos estudos utilizando VEGF-A
(Henry et al., 2001) e FGF-2 (Cooper et al., 2001; Laham et al., 2000; Unger et al., 2000)
sob a forma de proteina recombinante. Nos estudos com terapia génica com o gene do
VEGF-A, ndo ocorreram hipotensdo e proteiniria. No entanto, edema de membros

inferiores em até 30% dos pacientes foi relatado (Baumgartner et al., 2000).

1.5 - Licoes dos estudos clinicos e pré-clinicos de angiogénese terapéutica

Como conseqiiéncia dos resultados dos estudos de fase 2, um retorno aos
estudos pré-clinicos em animais de pequeno porte se fez necessdrio, a fim de explorar
fatores potencialmente otimizaveis em futuros estudos clinicos. Dentre estes podemos citar
fatores mais genéricos como a limitacdo em extrapolar resultados obtidos em animais de
pequeno porte para humanos, e fatores mais especificos ao contexto da DAOCP como a
utilizacdo inadequada de parametros de eficicia (tanto em modelos animais como em
estudos clinicos), o uso de um unico fator de crescimento vascular e a influéncia de outras
drogas sobre o efeito terapéutico. O estudo destes trés ultimos fatores foram objeto

especifico de nosso trabalho e serdo introduzidos a seguir:
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1.5.1 — Necessidade de novos métodos laboratoriais de avaliacdo da eficicia em

estudos de angiogénese em animais

Embora os estudos pré-clinicos e estudos de fase 1 tenham demonstrado de
forma inequivoca que o VEGF-A e FGF-2 exdgenos aumentam a proliferacio capilar em
tecidos isquémicos, o real significado deste aumento para a perfusdo efetiva permanece
incerto. Desta forma, a utilizacio de métodos de avaliacdo funcional dos vasos
neoformados € de fundamental importincia em estudos com modelos animais. Na maioria
dos estudos, esta avaliacdo € feita através de ‘“doppler” tecidual, que avalia o fluxo
sanguineo cutaneo no membro isquémico. O desenvolvimento de métodos alternativos

pode facilitar a avaliac@o de resultados de estudos de angiogénese terapéutica.

1.5.2 — Indugdo da neovascularizagdo fisiolégica utilizando combinacdes de fatores

pré-angiogénicos

A resposta natural a isquemia no miusculo esquelético é provavelmente
resultado da interacdo de vdrios fatores de crescimento. Assim, o uso de um unico fator de
crescimento pode ndo ser suficiente para a indu¢do de uma resposta angiogénica eficaz em

tecidos isquémicos.

A estratégia de combinar fatores de crescimento vascular com objetivos de se
obter uma resposta angiogénica mais robusta tem como racional a associacdo de fatores
pro-angiogénicos como VEGF-A e FGF-2 com fatores pré-maturacdo, como Angl e
PDGF-BB. Estas combinagdes, por atuarem em etapas distintas do processo de
desenvolvimento vascular, teriam o potencial de induzir uma resposta mais fisioldgica,
formando vasos mais integros e com menor potencial de efeitos adversos. Nesta linha, Cao
e colaboradores testaram em uma série de experimentos utilizando varios modelos de
angiogénese varias combinacdes entre VEGF-A, FGF-2 e PDGF-BB, e demonstraram que
a combinacdo FGF-2 e PDGF-BB era a que apresentava a melhor resposta tanto no que diz
respeito ao aumento da proliferagdo capilar, quanto a seu potencial de inducdo de vasos

mais integros (Cao et al., 2003) (Figura 2).
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1.5.3 — Abordagem multifatorial envolvendo coagulacdo e angiogénese

Estudos de fase 1 e 2 de angiogénese terapéutica freqiientemente utilizam doses
baixas dos genes terapéuticos. Por isso, o efeito de outras drogas sobre a resposta
angiogénica pode justificar variacOes significativas nos resultados, mesmo que esta
interagdo ndo seja clinicamente relevante em outros contextos. Pacientes candidatos a
angiogénese terapéutica apresentam freqlientemente indicacdio para o uso de
anticoagulantes. Nos ultimos anos, varias evidéncias vém demonstrando a relagdo entre a
iniciacdo da coagulacdo e a ativacdo da angiogénese, e desenhando um quadro em que
proteinas envolvidas na coagulacdo (em especial a trombina) exercem fungdes
fundamentais no processo de desenvolvimento vascular. Desta forma, a utilizacdo de
drogas anticoagulantes durante a inducdo terapéutica de novos vasos tem o potencial de

influenciar na resposta angiogénica.
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Formacgao de tubos de Aumento da m By
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Figura 2- Acdes complementares do VEGF-A, FGF-2 e PDGF-BB

Figura 2- Esquema ilustrando o papel complementar do VEGF-A e FGF-2,
fatores com agdo pré-angiogénica e papel nas etapas iniciais do desenvolvimento vascular,
e do PDGF-BB, fator que atua principalmente nas etapas de estabilizacdo da parede dos
novos capilares através do recrutamento de células murais como pericitos e células

musculares lisas.
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2- OBJETIVOS



Este trabalho teve como objetivo geral contribuir para o desenvolvimento de
uma nova estratégia de angiogé€nese terapéutica baseada em terapia génica. Para este fim os

objetivos especificos foram:

1. Avaliagdo dos efeitos da expressdo in vivo de FGF-2 e PDGF-BB utilizando
vetores ndo virais em um modelo de isquemia da pata posterior em ratos em

comparacao com os efeitos da expressao isolada de VEGF-A

2. Avaliacdo dos efeitos de drogas anticoagulantes comumente utilizadas na
clinica durante a inducio de resposta angiogénica pds-natal em um modelo

de isquemia arterial periférica
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3- MATERIAIS E
METODOS



3.1 - Modelo animal de isquemia arterial periférica

Dois modelos de isquemia arterial periférica foram utilizados nesse estudo. O
primeiro modelo (Modelo A) consistiu na ligadura e remocdo cirdrgica da artéria femoral
(Pu et al, 1993). O segundo modelo (Modelo B) é uma adaptagdo do primeiro
caracterizado por isquemia mais grave na pata posterior. A isquemia mais grave é obtida
pela ligadura da artéria iliaca comum antes da remocdo da artéria femoral
(Paek et al., 2002). Ratos Lewis machos provenientes do Centro de Bioterismo (Cemib) da
Unicamp com peso entre 250-300g foram utilizados nos experimentos. Os procedimentos
cirirgicos foram realizados no Laboratério de Microprocedimentos e Pesquisa Vascular no
Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Unicamp, apds aprovagao pela Comissao
de Etica na Experimentacio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp
(protocolo 433-1 em 14/08/2002). Em todos os experimentos, a isquemia arterial foi criada
na pata posterior direita, sendo a esquerda utilizada como controle. No modelo A, apds
anestesia com pentobarbital sédico 40mg/kg endovenoso (por puncdo da veia caudal), o
pulso femoral direito foi localizado e uma incis@o longitudinal feita da regido inguinal até a
regido acima da patela com os animais mantidos em dectbito dorsal. Com o uso de material
cirirgico, a artéria femoral e seus ramos principais foram dissecados e expostos.
Em seguida, utilizando-se fio cirirgico Mersilene® (Ethicon Inc., Sommerville, NJ, EUA),
procedeu-se a ligadura das artérias femoral (na sua origem imediatamente apds o ligamento
inguinal e em sua por¢ao mais distal imediatamente antes de sua bifurcagdo em artérias
poplitea e safena), e de seus principais ramos (artéria epigdastrica inferior, artéria circunflexa
lateral, artéria femoral profunda e artéria epigdstrica superficial). Finalmente, foi feita a
excisdo completa da artéria femoral de modo a garantir que todo o fluxo de sangue para a
pata posterior tivesse origem apenas em ramos colaterais. No modelo de isquemia grave da
pata posterior (modelo B), os procedimentos descritos acima foram precedidos pela
ligadura da artéria iliaca comum direita em sua por¢do abdominal. Para este fim foi
realizada uma incisdo sagital na parede abdominal dos animais, seguida pela abertura da
cavidade peritoneal. A por¢ao distal da aorta foi entdo localizada com o auxilio de hastes
flexiveis revestidas de algodao, e a artéria iliaca comum direita foi dissecada e ligada. Em

seguida a cavidade peritoneal e a pele foram suturadas (Figuras 3 e 4).
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Analgesia pds-operatéria foi realizada nos animais submetidos ao modelo de
isquemia grave com meperidina 20 mg/kg subcutaneo a cada 6 horas nos 2 primeiros dias
pos cirurgia associado a paracetamol 300 mg/kg/24 h diluidos na 4dgua por 4 dias. Todos os
animais receberam profilaxia contra infec¢cdes com injecao intra-muscular de solu¢do com
40.000 U de penicilina benzatina e 20.000 U de penicilina procaina (Eurofarma, Sao Paulo,
SP). Durante todos os experimentos, animais com sinais evidentes de sofrimento foram
sacrificados com pentobarbital sodico 200mg/kg endovenoso (n=9). Os animais foram
mantidos em gaiolas em local com temperatura ambiente entre 22-24°C e com luz

controlada em ciclo de 12 horas (claro-escuro). Agua e comida foram oferecidas sem

A. epigastricainf. Kyﬁ
A. circunflexa lat.
A. epigasftrica superf: A. femoral superficial
A. femoral profunda
| Modelo A
A. poplitea
A. safena

Figura 3- Modelos de isquemia da pata posterior em ratos

nenhuma restricao.

/.( Adigéo do modelo B
| f Aorta abdominal

A.iliaca comum

P
\VJ%\ ritmaen

A. femoral comum

Figura 3- Esquema mostrando as artérias ligadas e retiradas no modelo de
isquemia da pata posterior em ratos. No modelo B, além da retirada da artéria femoral
destacada no esquema, € feita a ligadura da artéria iliaca comum imediatamente apds sua

emergéncia da aorta.
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A. femoral comum
A. femoral profunda

A, femoral superf.

Figura 4- Ligadura e resseccio da artéria femoral de ratos Lewis

Figura 4- Imagem ilustrativa dos procedimentos cirtirgicos de disseccdo e

ligadura da artéria femoral comum, e o resultado final do procedimento.

3.2 - Avaliacdo da revascularizacio da pata posterior em ratos

A avaliacdo da revascularizacdo da pata posterior neste modelo deve utilizar
pardmetros anatomicos e funcionais. A utilizacdo desta combinacdo de pardmetros torna-se
ainda mais relevante em estudos de angiogénese terapéutica, na medida em que a simples
presenca de um nimero maior de vasos em um tecido ndo implica na funcionalidade ou

relevancia clinica dos mesmos.

3.2.1 - Parametros anatdmicos

Como pardmetros anatdomicos foram avaliados a densidade capilar e a
densidade arteriolar. A utilizagdo destes dois parametros permite uma avaliagdo da resposta
angiogénica, caracterizada pela proliferacdo capilar, e arteriogénica, caracterizada pela
formacdo de arteriolas. As amostras de tecido foram obtidas no dia +30 apds a cirurgia, na

pata isquémica. Utilizando a mesma técnica descrita para ligadura da artéria ilfaca comum
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direita descrita acima, os animais foram anestesiados e a aorta abdominal (em sua por¢ao
distal as artérias renais) foi isolada com fio cirdrgico Mersilene® em dois pontos. Apds a
ligadura do ponto proximal (levando a interrupcdo do fluxo para os membros inferiores),
um catéter intravenoso 18G (Johnson e Johnson, Arlington, EUA) foi introduzido na aorta
abdominal e os membros inferiores foram perfundidos com 10ml de uma solucao de NaCl
0,9% contendo 500U/ml de heparina sédica (Cristdlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda., Itapira, SP, Brasil). Através de uma incisdo obliqua na por¢do medial da pata
posterior, os musculos semimembranoso e gastrocnémio foram identificados, isolados e
coletados para andlise. Estes musculos foram escolhidos para andlise microscopica por
serem ambos originalmente perfundidos pela artéria femoral profunda e femoral superficial
respectivamente, € por serem os principais musculos da por¢cdo medial da pata posterior.
As amostras dos musculos foram embebidas em resina para corte de congelacdo
(OCT compound, Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA) e congeladas em n-hexano
resfriado em nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas a —80°C. Para andlise
histolégica, multiplos cortes transversais de 7um foram obtidos da por¢cdo central dos

musculos gastrocnémio e semimembranoso com um criostato.

3.2.1.1 - Determinac¢ao da densidade capilar

Para a determinacdo da densidade capilar, foi realizada a avaliagdo da fosfatase
alcalina enddégena pelo método do Indoxil-tetrazdlio (Ziada et al., 1984). A fosfatase
alcalina é expressa em células endoteliais de capilares arteriais, mas ndo em capilares
venosos (Grim e Carlson, 1990). Assim, esta coloracdo histoquimica vem sendo
extensamente utilizada para a determinacdo da densidade capilar em estudos em musculo

esquelético (Yoshida et al., 2005).

Apoés breve secagem em temperatura ambiente, laminas contendo os cortes de
musculo semimembranoso ou gastrocnémio foram coradas por 1h a 370C em solu¢do com
a seguinte composicao: nitroblue tetrazdlio (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA)
30mg; 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato p-toluidina sal (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, EUA) 6mg, em 30ml de um tampao contendo 6,9 mmol.litro-1 MgS0O4 e 27,5
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mmol.litro-1 NaBO2 ajustado a um pH entre 9.2 e 9,4 com 4cido bdrico. Apds enxagiie e
uma breve pods-fixacdo com formalina (Accustain, Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO,
EUA) tamponada com sucrose (300 mOsmol, Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, USA; 5
minutos), as ldminas foram contra-coradas com eosina 0,5%. Os cortes foram analisados
sob aumento de 50X, e campos consecutivos de cada corte foram digitalizados (Kontron
KS 300 V2.00 digital imaging system, Munique, Alemanha), de modo que toda a area do
corte fosse incluida na avaliacdo (média de campos digitalizados e avaliados por corte: 8,2).
Um programa de andlise de imagem (Scion Image Beta 4.02 for Windows, Scion
Corporation, EUA) foi usado para a contagem de capilares por corte, depois que 0s
resultados obtidos em 10 campos aleatérios foram validados pela contagem manual. Os
resultados foram expressos em capilar/mm?2. O nimero de capilares por midcito também
foi calculado a fim de evitar uma superestimacao da proliferacio capilar em decorréncia de
atrofia muscular desigual entre os grupos experimentais. O nimero de fibras musculares foi
contado manualmente em 5 campos por corte, e o nimero total de fibras foi estimado para

cada corte. Finalmente, o nimero de capilares por fibra (por midcito) foi calculado.

3.2.1.2 - Determinac¢do da densidade arteriolar

Para a determinacdo da densidade arteriolar, os cortes histoldgicos foram
submetidos a secagem em temperatura ambiente e incubados com anticorpos monoclonais
anti a-actina de musculo liso (clone 1A4, Dako Co., Carpinteria, CA, EUA) conjugados
com peroxidase (dilui¢do 1:1). A reagdo foi revelada pela adicdo de DAB e os cortes foram
contra-corados com hematoxilina e eosina. Estes anticorpos coram células musculares lisas
e permitem a identificacdo de arteriolas em cortes de musculo esquelético. Vasos positivos
foram contados manualmente sob aumento de 20x. Os resultados foram expressos em

. 2
capilares/mm”.

Todas as andlises anatdmicas foram feitas por um observador cego para o grupo

experimental de cada animal.
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3.2.2 - Parametros funcionais
3.2.2.1 - Indice clinico de isquemia periférica

A avaliagdo clinica da isquemia tecidual ao longo dos experimentos foi
realizada utilizando um indice de isquemia clinica previamente descrito em um modelo de
isquemia da pata posterior em ratos (Paek et al., 2002) (Tabela 2). A anélise foi realizada
por dois observadores, sendo um deles cego para o grupo experimental ao qual pertencia
cada animal. A anélise foi realizada nos dias 07, 14, 21 e 28 ap6s a cirurgia. Cada animal
recebia a nota correspondente ao sinal clinico de maior gravidade (maior valor) presente em

cada avaliacdo. Apenas as notas dadas pelo observador “cego” foram consideradas.

Tabela 2- Indice de isquemia clinica:

SINAL NOTA
Necrose 3
Ulceras de pressio 2
Palidez cutinea ou cianose 1
Sem alteracdes 0

3.2.2.2 - Perfusio relativa

Cintilografia com 99mTc-sestamibi. Para avaliar a perfusdo relativa da pata

isquémica nos diferentes grupos experimentais, desenvolvemos um protocolo baseado na
cintilografia com 99mTc-sestamibi das patas inferiores no dia 28 pds isquemia. Neste
método, a perfusdo da pata contra-lateral foi usada como controle, e o valor da perfusao na
pata isquémica expresso como uma razao entre pata isquémica e pata normal (razdo I/N). A
fim de validar o uso deste método nos modelos utilizados em nossos estudos, uma série de
experimentos foi realizada com o objetivo de (1) avaliar a capacidade de deteccdo do
método para pequenas variacdes na perfusdo relativa da pata isquémica apds 28 dias do
estabelecimento da isquemia e (2) validar os resultados encontrados através do método de
perfusdo com microesferas fluorescentes, padrao-ouro para avaliagdo de perfusdo regional

(Tsurumi et al., 1996).
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Para realizacdo das cintilografias os animais foram anestesiados como descrito
anteriormente, e posteriormente injetados por via endovenosa com 55MBq (1.5mCi) de
99mTc-sestamibi. Os animais eram entdo posicionados sobre um suporte de madeira e
fixados em decubito dorsal com os membros inferiores esticados em posi¢cao padronizada.
Ap6s 5 minutos de circulagdo do radiofdrmaco, imagens estticas anteriores e posteriores
eram obtidas em uma camera cintilografica de duas cabecas para quantificagao do sinal por
180 segundos. Regides de interesse eram entdo desenhadas manualmente sobre a pata
posterior esquerda, e aplicadas também sobre a pata posterior direita (Figura 5). A média da
contagem radioativa das imagens anterior e posterior era determinada, e a razdo I/N

calculada para cada animal.

Figura 5- Determinacao de regides de interesse nas imagens obtidas por cintilografia
Figura 5- Imagem ilustrativa obtida por cintilografia com 99mTc-sestamibi

mostrando o resultado do processo de determinacao manual de regides de interesse (ROI)

sobre as patas posteriores. A razdo I/N era obtida a partir da contagem destas regides

delimitadas.

Microesferas fluorescentes. Para determinagdo da perfusdo da pata posterior e

correlacdo com os dados obtidos com o 99mTc-sestamibi , microesferas fluorescentes de
cor amarela com 15um de diametro (Dye-Trak, Triton Technologies Inc., Sdo Francisco,
CA, EUA) foram usadas. Esta metodologia se baseia na injecdo intra-cardiaca de
microesferas contendo um corante de amarelo, as quais se distribuem a partir do coragao
até os demais tecidos, sendo imobilizadas na circulagdo ao encontrarem capilares de calibre

menor que 15um.
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No 28° dia pés isquemia, quatro animais foram anestesiados como descrito
previamente. Através de uma incisdo na regido cervical, a artéria carétida comum esquerda
foi localizada, um catéter de polietileno PESO0 foi introduzido até a altura do arco adrtico, e
3x10° microesferas foram injetadas ao longo de 6 segundos. Os animais foram sacrificados
ap6s 60 segundos com uma dose de 200mg/kg de pentobarbital endovenoso e os musculos
semimembranoso e gastrocnémio das patas isquémica e da pata contra-lateral de cada
animal foram coletados como descrito anteriormente. Amostras de cada musculo foram
incubadas por 18 horas em uma solugdo de KOH 1M a 60° C, ou até homogeneizagido
completa dos tecidos, e centrifugadas a 1500g por 15 minutos. Em seguida os “pellets”
foram ressuspendidos em uma solu¢@o de Triton (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA)
10%, e sonicados para quebra de “debris” celulares. Apds trés ciclos de sonicacdo, re-
suspensao e centrifugacdo, os “pellets” foram mantidos em temperatura ambiente por 12-18
horas para secagem completa e incubados por 15 minutos com N,N-Dimetilformamida
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) para extracdo do contraste fluorescente das
microesferas. Apds breve centrifugacao a 1500g pro 5 minutos, os sobrenadantes, contendo
o corante fluorescente, foi avaliado em um espectrofotometro UV1950PC
(Shimadzu, Columbia, MD, EUA) para célculo do conteddo de microesferas de cada
amostra. A relagdo I/N foi finalmente calculada para cada misculo com base na densidade

optica (DO) do corante extraido, de acordo com a seguinte equagao:

(DO mausculo isquémico/DO musculo normal) x (peso em mg do musculo

normal/peso em mg do musculo isquémico)

3.2.2.3 - Permeabilidade vascular

A medida da permeabilidade vascular foi utilizada como um indicador indireto
da integridade dos vasos neoformados nos tecidos isquémicos. Para esta avaliagdo foi
utilizado o método do Azul de Evans (AE) (Plante et al., 2003). Apds anestesia com
pentobarbital endovenoso como previamente descrito, os animais receberam inje¢do de
20mg/kg de AE (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) na veia caudal no 28° dia apds a

cirurgia. Esta data foi escolhida porque estdvamos interessados nas caracteristicas
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funcionais a longo prazo dos vasos neoformados. Apds circulagdo do corante AE por 10
minutos, os animais foram sacrificados como previamente descrito, e os musculos
semimembranoso e gastrocnémio das patas isquémicas foram coletados para andlise. Os
musculos foram imediatamente pesados, e um terco de cada amostra foi secado a 60° por 24
horas para cédlculo do peso seco. Esta medida tem como objetivo evitar a subestimagdo do
conteido de AE na amostra devido a edema tissular. Os outros dois tercos de cada musculo
foram colocados em uma solu¢do de formamida (4 ml/g de peso seco) por 24 horas para
extracdo do corante. O AE extraido foi determinado por espectrofotometria a 620nm. A
concentracdo de AE em cada tecido foi expressa em pg/g de peso seco. Os resultados foram
calculados a partir de uma curva padrio de AE (0.5-25 pg/ml). Experimentos similares
foram realizados em dois ratos controle sem isquemia, e os resultados do grupo

experimental foram expressos como proporcao dos valores obtidos nestes experimentos.

3.3 — Producio dos vetores nao virais

Amostras de cDNA humanos do (1) VEGF-A 165 (gentilmente doado pela Dra.
Lei Cao - Universidade da Pensilvania, Filadélfia, PA, EUA), (2) FGF-2
(Invivogen, San Diego, CA, EUA) (3) PDGF-B (ATCC, Manassas, VA, EUA) ou do gene
reporter “enhanced Green Fluorescent Protein” (eGFP) foram clonadas em cassetes de
expressao idénticos. Os vetores ndo virais consistiram de: (a) promotor do citomegalovirus
(CMV); (b) seqiiéncia intronica sintética da [ globina humana; (c) duas coépias da
seqiiéncia do ITR (“inverted terminal repeat”) direito do virus adeno-associado.
O plasmideo contendo somente o gene reporter (eGFP) foi usado no grupo controle

negativo (Figura 6).

A producio dos vetores foi realizada pela transformacgao de células de E. coli
DH5a, seguida da cultura de 2-5 litros de plasmideos contendo os distintos transgenes. A
purificacdo dos plasmideos foi realizada usando colunas de separacdo e purificacdo
(EndoFree QiaFilter Giga Kit, Qiagen, Inc. Valencia, CA, EUA). A identidade de cada
plasmideo bem como a orientagdo da clonagem do transgene foi confirmada por
seqiienciamento direto de cada constru¢do. Tipicamente, esse procedimento resultou em 3 a

5 mg de cada vetor, o que ¢ suficiente para experimentos em 20-30 animais.
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Figura 6- Construcoes utilizadas nos experimentos de transferéncia génica

Figura 6- Esquema das construcdes utilizados nos experimentos de

transferéncia génica.

3.4 - Demonstracao da expressao in vivo do gene reporter

A expressdao do gene reporter eGFP foi avaliada in vivo antes do inicio dos
experimentos com os genes terapéuticos. Ratos receberam injecao intramuscular no total de
150 pg do plasmideo pGFP (contendo o gene eGFP) diluido em 200 pl de NaCl 0,9%.
O vetor pGFP foi injetado imediatamente apds o estabelecimento da isquemia na pata
posterior direita, distribuidas nos musculos gastrocnémio (6 inje¢des), adutores (3 injecdes)
e semimembranoso (3 injecdes). A expressao do gene eGFP foi avaliada por microscopia
de fluorescéncia usando o microscopio Axiovert 200M (Zeiss, Wetzlar, Alemanha) de
cortes frescos (7 pm de espessura) dos musculos obtidos 3 dias ap0s a inje¢do. Particulas de
carbono de 40nm (Faber-Castell Corp., Newark, NJ, EUA) foram adicionadas a suspensao

com o pGFP com o intuito de permitir a localizacdo do sitio exato da injecao.
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3.5 — Transferéncia génica

Em seguida, foi avaliado o efeito da terapia gé€nica usando diferentes
combinacdes de fatores de crescimento vascular no modelo de isquemia da pata posterior
mais grave (modelo B) em ratos. Trés grupos experimentais foram estabelecidos: pGFP
(plasmideo vazio; n=8), pVEGF (plasmideo com cDNA do VEGF-A 165; n=10) e
pFGF2+pPDGFB (associagao de dois plasmideos com os cDNA do FGF-2 e PDGF-B;
n=10). A dose total recebida por cada animal consistiu de 150 ug de plasmideo DNA
diluido em 200 pl de solucdo salina. As inje¢des foram administradas através de agulha de
calibre 25 sob visdo direta imediatamente apds a inducdo da isquemia nos musculos
adutores (3 pontos), semimembranoso (3 pontos) e gastrocnémio (6 pontos) de modo a
garantir uma distribuicio homogénea dos transgenes. Ratos no grupo pFGF2+pPDGFB
receberam 75 pg de cada plasmideo no mesmo volume total de salina. Durante os 30 dias
de duracdo do experimento, os animais foram avaliados clinicamente conforme descrito
anteriormente. No 280 dia de experimento os animais foram submetidos a avaliacdo por
cintilografia com 99mTC-sestamibi, ¢ no 300 dia foram sacrificados para avaliacdo de

parametros anatdomicos do tratamento.

3.6 - Avaliacao qualitativa da expressao dos genes terapéuticos

Devido a potencial reatividade cruzada de anticorpos contra fatores de
crescimento vascular humano e de ratos, em especial em um modelo caracterizado pelo
aumento da expressdo enddgena destes fatores, a expressao dos transgenes humanos foi
determinada através da reacdo em cadeia da polimerase e transcricao reversa (RT-PCR),
usando “primers” de regides ndo conservadas entre os genes de ratos e humanos. Para estes
experimentos, animais foram sacrificados em diferentes momentos do experimento (dias
+3, e +28 pos cirurgia; n=1-2 por momento). O RNA total de musculo esquelético foi
extraido do musculo gastrocnémio utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), de acordo com as orientacdes do fabricante. Para este fim, amostras de 50 a 100mg
de tecido foram homogeneizadas em cubas de porcelana sob resfriamento com nitrogénio

liquido. Apoés a extragdo, as amostras de RNA foram estocadas a —800 C.
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Para avaliacio da expressdo, as amostras de RNA total foram transcritas
reversamente em cDNA numa reacio de volume final de 50 ul contendo 3 pg de RNAm,
500 U da enzima transcriptase reversa M-MLV (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA),
5 ul de primers randomicos hexameros (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 50 U de inibidor
de RNAse (RNaseOUT, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 2,5 ul de dANTP mix
(10mM cada) e 10 pl do tampao de reacdo 5x de acordo com as orientagdes do fabricante.
Aliquotas de ¢cDNA (1 pl) foram amplificadas por PCR em 35 ciclos de: desnaturagio a 94°
C (60 segundos), anelamento (temperatura na tabela 3; 60 segundos) e extensdo a 72 ° C
(60 segundos). Os produtos de cada PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% sob

luz ultravioleta ap6s coloracdo com brometo de etideo.

A especificidade da amplificagdo para os genes humanos foi confirmada por
experimentos concomitantes com musculo isquémico de ratos controle. Contaminagdo por
DNA gendmico foi evitada através do tratamento das amostra de RNA com DNAase (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), e verificada pelo uso concomitante de controles
negativos em que a enzima transcriptase reversa era omitida da reagcdo. As caracteristicas

dos “primers” podem ser vistas na tabela 3.
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Tabela 3 - “Primers” utilizados na avaliacdo da expressao dos genes terapéuticos

GENE Tan Produto PCR

VEGFA humano 62°C 257pb
5’: GAG GGC AGA ATC ATC ACG AAGT

3’: TCC TAT GTG CTG GCC TTG GTG A

FGF2 humano 52°C 374pb
5’: TCA CCA CGC TGC CCG CCT TGC

3: AGT TCG TTT CAG TGC CAC AT

PDGFB humano 56°C 226pb
5’: GAA GGA GCC TGG GTT CCC TG

3": TTT CTC ACC TGG ACA GGT CG

HPRTI rato 52°C 642pb
5’: AAG GAC CTC TCG AAG TGT TGG ATA

3’: CAT TTA AAA GGA ACG GTT GAC AAC G

3.7 - Efeito in vivo do uso cronico de anticoagulantes

Para esta avaliagdo utilizamos o modelo A de isquemia da pata posterior.
Nestes estudos, os animais foram alocados em trés grupos experimentais caracterizados por
diferentes esquemas de anticoagulacdo: (1) varfarina sédica (Zest Farmacéutica, Rio de
Janeiro, Brasil) 0,2 mg/kg dildida em dgua destilada e feito por via oral do dia +3 até o dia
+30 apds o estabelecimento da isquemia (n=6); (2) hirudina recombinante (r-hirudina)
(Lepirudin, Hoechst Marion Roussel, Kansas City, MO, EUA) 2,5 mg/kg sc do dia +1
(iniciado 6 horas apds a cirurgia) até o dia +30 (n=5); e (3) heparina de baixo peso
molecular (HBPM) enoxaparina (Aventis Pharmaceuticals, Inc., Bridgewater, NJ, EUA) na
dose fixa de 1500U/kg sc do dia +1 (6 horas apds a cirurgia) até o dia +30 apds a cirurgia
(n=5). Estudos preliminares com o uso da varfarina iniciada antes do procedimento
cirdrgico resultaram em mortalidade inaceitavelmente alta associada a sangramento intra-

operatdrio (n=2/2).
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O alvo da intensidade da anticoagulacdo nos animais tratados com r-hirudina
foi um tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) 1,5 a 2,5 vezes maior (4 horas ap6s
cada dose) que o tempo basal. O grupo controle (n=6) recebeu dgua sob as mesmas
condi¢des que o grupo tratado com varfarina. Amostras de sangue (270 ul de sangue total)
foram coletadas em tubos plasticos de 1,5 ml contendo uma solu¢do anticoagulante de
citrato de sodio 3.2%, através de puncdo da veia caudal nos dias 7, 14, 21 e 28 para ajuste
da dose do anticoagulante de ratos tratados com varfarina e ratos controle. O alvo para
anticoagulacdo nestes animais foi um tempo de protrombina (TP) 2 a 3 vezes maior que o
TP basal. Os alvos definidos para TP e TTPa foram escolhidos por estarem associados a
anticoagulacdo adequada em vadrias situagdes clinicas. Duas amostras adicionais foram
coletadas nos dias +7 e +14 de ratos tratados com r-hirudina para determina¢do do TTPa.
No dia +30 todos os animais foram anestesiados como descrito anteriormente, ¢ 3,5ml de
sangue total foram coletados através de puncdo da aorta abdominal em tubos de vidro com
solucdo de citrato de sddio 3,2%. Apds centrifugacdo por 15 minutos a 3000g, estas
amostras foram estocadas a -80°C para andlise. Os animais foram entdo sacrificados com
uma injecdo endovenosa de pentobarbital 200 mg/kg, e amostras dos misculos
semimembranoso e gastrocnémio foram obtidas para andlise da densidade capilar, como

descrito acima.

3.7.1 - Parametros da coagulacdo

O TP foi realizado em amostras de 50 ul de plasma de cada animal misturadas
com tromboplastina pré aquecida a 37°C (Simplastin Excel S, BioMérieux Inc., Durham,
NC, EUA). O TTPa foi realizado em amostras de 50 ul, misturadas com 50 pl do reagente
do TTPa (Platelin LS, BioMérieux Inc., Durham, NC, EUA). Ambos os testes foram
realizados em um coagulometro (Coag-A-mate MTX, Organon Teknika, Turnhout,
Bélgica). A atividade coagulante do FVII (FVII:C) foi determinada em teste baseado no TP
usando 50 pl de amostra misturada com 50 pl de plasma humano deficiente em FVII
(Dade-Behring, Marburg, Alemanha) a 37°C. As atividades dos fatores II (FII:C), IX
(FIX:C) e X (FX:C) foram determinadas em testes baseados no TTPa usando 50 ul de
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amostra misturada com 50 pl de plasma humano deficiente em fator II (Diamed AG,
Suica), IX ou X: (Dade-Behring, Marburg, Alemanha), e 50 ul de reagente do TTPa. A
concentracdo de heparina nos animais tratados com enoxaparina foi determinada através de
um teste baseado na atividade anti-Xa da heparina (Accucolor Heparin, Sigma

Diagnosticals, St; Louis, MO,EUA).

3.8 - Analise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos sdo apresentados como média + erro
padrao da média. A significancia estatistica das diferencas entre as médias foi avaliada pelo
teste de Mann-Whitney para varidveis nao-paramétricas. Os valores obtidos no indice de
isquemia clinica foram analisados como varidveis ordinais e as diferencas foram avaliadas
pelo teste de Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor do P era < 0,05.
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4- RESULTADOS



4.1 - A remocao cirdrgica da artéria iliaca comum resulta em isquémica arterial

periférica grave

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em 83 animais, conforme
detalhado a seguir. Modelo A: anticoagulacdo com varfarina (6), controle (6), r-hirudina (5)
e enoxaparina (5); Obitos intra-operatérios por sangramento (2), estudo preliminar com
99mTc-sestamibi (5) e com microesferas fluorescentes (4). Modelo B: estudo de expressao
de gene reporter (2), expressdao dos genes terapéuticos no dia +3 (6), tratamento por 28 dias
para avaliacio de pardmetros funcionais, anatomicos e expressdo génica (pGFP:9,
pVEGF:8, pFGF2+pPDGFB:8, 6bitos: 7), estudos de permeabilidade vascular (pVEGF:4,
pFGF2+pPDGFB:4, controle ndo isquémico:2). A avaliacdo conjunta dos dados obtidos
revelaram que a remocdo da artéria iliaca resulta em um modelo de isquemia compativel

com a isquemia periférica critica de humanos.

Animais submetidos ao modelo A, em que a artéria iliaca comum nao € ligada,
apresentaram sinais clinicos de isquemia caracterizados por palidez da pata posterior e
marcha alterada, que revertiam completamente até o 28° dia. Animais submetidos ao
modelo B apresentavam sinais graves de isquemia tecidual caracterizados por cianose
acentuada, necrose das extremidades da pata posterior e ulceras de pressao em mais de 50%
dos individuos a partir do 7° de experimento, que persistiam até pelo menos o 28° dia.
Sinais de isquemia tecidual mais grave como necrose macica com auto-amputacdo do
membro isquémico e/ou deiscéncia com infec¢do da cicatriz cirdrgica ocorreram em 7
animais do modelo B durante experimentos preliminares, ja a partir do 3° dia. A andlise
funcional em animais dos grupos controle ¢ mostrada na figura 7 e fotos ilustrativas dos

sinais utilizados no célculo do indice de isquemia clinica na figura 8.
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Figura 7- Avaliacio funcional da isquemia em animais controle (modelos A e B)

Figura 7- Evolucdo dos sinais de isquemia clinica e da perfusdo relativa nos

animais controle dos modelos A e B, mostrando a maior gravidade do modelo B.

Figura 8- Sinais clinicos de isquemia

Figura 8- Fotos ilustrativas das alteracdes presentes nos animais apds a indugdo
de isquemia pelo modelo B, que eram utilizadas no célculo do indice de isquemia clinica: A
— palidez; B — Ulceras de pressdo; C — necrose; D — cianose da pata direita; E — necrose da

pata direita.
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4.2 — A cintilografia com 99mTC-sestamibi permite a distincio de parametros de

perfusio arterial periférica

Estudos preliminares foram realizados para validacdo da cintilografia com
99mTC-sestamibi como método de avaliacdo da perfusdo relativa da pata posterior em
ratos. Os resultados estdo demonstrados na figura 8. Ratos (n= 5) ratos foram submetidos
ao modelo A de isquemia e avaliados através do método em investigagdo nos tempos
“basal” (pré-cirurgia), 0 (imediatamente apds a cirurgia), dia 7, dia 14 e dia 28 apds a
cirurgia. Os valores médios entre perfusdo da pata isquémica e normal (razdo I/N)
diminuiram de 0,94 + 0,08 (basal) para 0,56 + 0,03 imediatamente apds a cirurgia
(P < 0,05; teste de Mann-Whitney). Apos 7, 14 e 28 dias, as razdes eram respectivamente
0,64 £+ 0,12 (P<0,05; teste de Mann-Whitney), 0,72 + 0,04 (P<0,05; teste de
Mann-Whitney) e 0,70 £ 0,09 (P<0,05; teste de Mann-Whitney) (Figura 9).

Esses dados sugerem que a cintilografia com 99mTc-sestamibi € um método
capaz de distinguir pequenas variagdes na perfusdo tecidual durante os 28 dias apds a
isquemia, mesmo no modelo caracterizado por hipoperfusdo moderada e estivel. Para
validacdo destes resultados, a perfusdo relativa foi avaliada através da utilizagdo de
microesferas fluorescentes no dia 28 em 4 ratos submetidos a0 mesmo modelo de isquemia
Nestes estudos, a perfusdo relativa no musculo semimembranoso foi 0,69 + 0,13 (P=0,89;
teste de Mann-Whitney), valor também compativel com hipoperfusao moderada. Assim a
cintilografia com 99mTc-sestamibi oferece a oportunidade de avaliagdo ndo invasiva global

de parametros de perfusdo local comparaveis aqueles obtidos com microesferas.
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Figura 9- Avaliacdo da perfusdo relativa por cintilografia com 99mTc-sestamibi

Figura 9- Imagens estdticas obtidas por cintilografia com 99mTc-sestamibi da
pata posterior direita (D) e esquerda (E) de ratos Lewis (n=5). As cores azul e verde
indicam nenhuma ou pouco perfusdo respectivamente, e vermelho e branco indicam os
niveis mais elevados de perfusdo. A artéria femoral comum e superficial direita foi retirada
no dia 0, e a pata contra-lateral foi utilizada como controle interno. Imagens anteriores e
posteriores foram obtidas 5 minutos apds a injecdo do radiofarmaco, antes da cirurgia
(basal), imediatamente ap6s (dia 0) e nos dia +7, +14 e +28 apds a cirurgia. Evidente
diminuicdo da perfusdo da pata posterior direita (setas) estd presente no dia 0, seguida por
lenta recuperagdo até o dia +14. No dia 28, areas de hipoperfusdo ainda eram visiveis a
cintilografia. O gréafico mostra a avaliagdo quantitativa destas observacdes em 5 animais,
através da razdo de perfusdo entre pata isquémica e normal (razdo I/N). Valores expressos
em média = desvio-padrdo. Os valores obtidos nos dias 0, +7, +14 e +28 apresentam

diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos valores basais (P < 0,05).
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4.3 — Caracterizacao molecular e funcional dos cassetes para expressio génica.

Ap6s a purificacdo dos diversos plasmideos, a presenca dos genes terapéuticos
bem como sua correta localizacdo em relagdo aos demais elementos dos cassetes de
expressdo nas respectivas construcdes foram confirmadas em gel de agarose 0,8% e por

seqilienciamento direto (Figura 10).

10Kb
8Kb
6Kb

1: pVEGF; 2:pPDGFB; 3:pFGF2

Figura 10- Constru¢des utilizadas nos estudos de transferéncia génica

Figura 10- A figura mostra as constru¢des utilizadas nos estudos de

transferéncia génica identificadas pelo tamanho em gel de agarose 1%.

Para testar a viabilidade do cassete de expressao, o plasmideo contendo o eGFP
foi injetado no musculo semimembranoso isquémico e a expressdo do gene reporter foi
confirmada 72 horas apds A avaliagdo dos cortes frescos do musculo injetado demonstrou
expressdo confinada a regido proxima aos sitios de injecdo e com positividade de
aproximadamente 2 a 5 % das fibras musculares nestas dreas (Figura 11), enquanto que no
mesmo musculo da perna contralateral, a expressdao da eGFP foi negativa. Esses dados

demonstram que esses cassetes t€ém a capacidade de induzir expressao in vivo em roedores.
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Figura 11- Expressao do gene reporter eGFP em musculo esquelético

Figura 11- Avaliacdo da expressdo da proteina fluorescente eGFP em musculo
semimembranoso de ratos Lewis 72h apdés a injecdo IM de vetores nao virais
(plasmideo-DNA). O vetor ndo viral utilizado nestes experimentos foi o mesmo utilizado
como base para produgdo dos vetores com os genes terapéuticos e a injecdo foi feita sob
condi¢des semelhantes as usadas nos demais experimentos de transferéncia génica. Cortes
frescos de musculo semimembranoso de ratos Lewis macho de 8 semanas de 7 um de
espessura, observados sob microscopia de fluorescéncia mostrando a expressdao da eGFP
em 2 a 5% das fibras, restrita a regido de injecdo dos vetores. Particulas de carbono foram

adicionadas aos vetores ndo virais para facilitar a localizag¢do exata do sitio de injecdo.

4.4 — Os parametros da resposta angiogénica e arteriogénica a isquemia periférica
grave utilizando os vetores FGF-2 e PDGF-B sao comparaveis ao uso isolado do

vetor VEGF-A

Esses estudos visaram a direta comparacdo entre a eficicia e seguranca de
vetores expressando FGF-2/PDGF-B ou VEGF-A. Dados de outros laboratérios mostraram
que VEGF-A € um fator pré-angiogénico eficaz em varios modelos animais e em humanos,
mas os vasos apresentam alta permeabilidade capilar. Nesse estudo a dose total de DNA
nos dois grupos foi idéntica (150 ug de VEGF-A versus 75 ug de FGF-2/ 75 ug de
PDGEF-B).
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4.4.1 - Efeitos sobre parametros clinicos

Apés o estabelecimento da isquemia, todos os ratos desenvolveram sinais de
isquemia ji no 7° dia do experimento. Estes sinais persistiram até o ultimo dia do
experimento (dia +28). Os valores obtidos através do indice de isquemia clinica foram
semelhantes entre os trés grupos experimentais até o dia +14. A partir do dia +21, animais
tratados com pVEGF ou com a combina¢do pFGF2+pPDGFB passaram a apresentar uma
melhora semelhante dos sinais de isquemia quando comparados aos animais tratados com
pGFP. No dia +28 esta diferenca era estatisticamente significativa (P=0,03; teste de
Kruskal-Wallis). No entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa pode ser

demonstrada entre os grupos tratados com pVEGF ou pFGF2+pPDGFB (Figura 12).

4.4.2 - Efeitos sobre a perfusio relativa

No dia +28, quando foi realizada a avaliacao da perfusdo relativa, expressa pela
relacdo I/N, animais tratados com pVEGF isolado (I/N=0,85) ou com a combinagdo
pFGF2+pPDGFB (I/N=0,97) apresentaram valores mais elevados do que animais tratados
com pGFP (I/N=0,72) (P=0,04 e 0,02 respectivamente). No entanto, nenhuma diferenca no
grau de recuperacdo deste parametro pode ser demonstrado entre os grupos tratados com

pVEGF e pFGF2+pPDGFB (P = 0,29) (Figura 13).
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Figura 12- Evolugdo do indice de isquemia clinica nos experimentos de transferéncia

génica

Figura 12- Avaliacdo clinica da isquemia. Os valores mostram um padriao de
recuperagdo semelhante entre animais tratados com pVEGF (n=8) e com pFGF2+pPDGFB
(n=8), que em ambos os casos foi superior ao observado em animais do grupo controle

(pGFP; n=9).
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Figura 13- Perfusdo relativa nos experimentos de transferéncia génica combinada

Figura 13. (a) Imagens representativas obtidas por cintilografia com
99mTc-sestamibi por exposi¢do anterior e posterior de animais controle antes da indugdo da
isquemia (basal), e no dia +28 pds isquemia nos trés grupos dos experimentos de
transferéncia génica. Cada imagem representa um animal distinto. A seta indica a pata
isquémica. (b) Razao I/N nos trés grupos experimentais. No dia +28 apds a isquemia, uma
melhora significativa na perfusao relativa pode ser demonstrada nos animais tratados com
pVEGF e pFGF2+pPDGFB, comparados com os controles (pGFP; n=8) (P=0,04 e 0,02
respectivamente). Nenhuma diferenca foi detectada entre animais tratados com pVEGF

(n=7) ou com a associacdo pFGF2+pPDGFB (n=6) (P=0,10).

4.4.3 - Efeitos sobre a proliferacao capilar

Os efeitos da transferéncia dos genes terapéuticos sobre a resposta angiogénica
in vivo, representada pela proliferacdo de pequenos capilares na pata isquémica, foram
avaliados em dois grupos musculares distintos. A rela¢do capilar por midcito foi também
avaliada com o objetivo de corrigir eventuais imprecisdes nesta avaliacdo em decorréncia

de atrofia heterogénea de fibras musculares entre os grupos experimentais. No musculo
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gastrocnémio, tanto a densidade capilar quanto a relagdo capilar por midcito se
apresentaram elevados nos dois grupos tratados com os genes terapéuticos em comparacio
com o grupo tratado com pGFP. Mais uma vez, a terapia combinada apresentou resultados
semelhantes ao uso do VEGF isolado. No musculo semimembranoso, embora nenhuma
diferenca estatisticamente significativa tenha sido demonstrada entre os trés grupos
experimentais no que diz respeito a densidade capilar, a combina¢do pFGF2+pPDGFB
induziu um aumento significativo na relacdo capilar por midcito quando comparado com
pGFP (P<0,01). Neste musculo o tratamento com pVEGF isolado induziu um aumento
menos pronunciado da relacdo capilar por midcito em comparagdo ao pGFP (P=0,08).
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa pode ser demonstrada entre os dois

grupos terapéuticos (Figura 14).

4.4.4 - Efeitos sobre a proliferacdo arteriolar

A resposta arteriogénica foi avaliada pela determinagdo da densidade arteriolar,
através do uso de anticorpos anti a-actina de musculo liso. A densidade arteriolar
apresentou aumento significativo no musculo semimembranoso de animais tratados com
pVEGEF (59,98 arteriolas/mm?) e pFGF2+pPDGFB (55,25 arteriolas/mm?) em comparagio
com animais tratados com pGFP (32,01 arteriolas/ mmz) (P<0,001). No entanto a
magnitude deste aumento foi semelhante entre os dois grupos. Em contraste, nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi detectada no misculo gastrocnémio de animais
tratados com pVEGF (56,48 arterl’olas/mmz), pFGF2+pPDGFB (58,47 arterl’olas/mmz) e
pGFP (69,32 arteriolas/mmz) (Figura 15).
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Figura 14- Densidade capilar nos experimentos de transferéncia génica combinada

Figura 14. Andlise histoquimica de cortes de musculo esquelético obtidos no
dia +30 pdés isquemia. (a) Microfotografias representativas do misculo gastrocnémio
isquémico com espessura de 7 um de animais tratados com pGFP, pVEGF e com a
combinacdo pFGF2+pPDGFB. Coloracdio para demonstragdo da fosfatase alcalina
enddgena, pelo método indoxil tetrazélio (Aumento de 100x). (b) A densidade capilar e
capilar por midcito dos musculos gastrocnémio e semimembranosos nos trés grupos.

Valores expressos como média + erro padrao da média; n=6 por grupo.
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Figura 15- Densidade arteriolar nos experimentos de transferéncia génica combinada

Figura 15- Andlise imuno-histoquimica de cortes obtidos no dia +30 pods
isquemia. (a) Microfotografias representativas de cortes dos musculos semimembranoso de
animais tratados com pGFP, pVEGF ou com a combinacdo pFGF2+pPDGFB incubados
com anticorpos anti o-actina de musculo liso (Aumento de 25x). (b) Densidade arteriolar
(arteriolas/mm?) determinada por contagem manual, mostrando aumento estatisticamente
significativo e de intensidade semelhante no numero de arteriolas no miusculo
semimembranoso de animais tratados com pVEGF e com a combina¢do pFGF2 e pPDGFB
em comparac¢ao com os animais controle (pGFP). Resultados expressos como media + erro

padrdo da média; n=6 por grupo.
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4.5 - O uso de FGF-2/PDGF-B é superior ao VEGF-A em termos de integridade

vascular e seguranca da expressao génica

Na seqiiéncia destes experimentos, nos utilizamos a técnica do Azul de Evans
para avaliacdo da integridade dos vasos presentes nos musculos isquémicos de animais
tratados com pVEGF ou pFGF2+pPDGFB. Nestes experimentos a andlise foi novamente
realizada em dois grupos musculares distintos, gastrocnémio e semimembranoso.
Em comparacgdo a animais tratados com pVEGF, animais tratados com a pFGF2+pPDGFB
apresentaram menor permeabilidade capilar, indicando a presenca de vasos mais integros
no dia +28 pds tratamento (permeabilidade capilar = 18,70 e 25,07 ugAE/g em ratos
tratados com pFGF2+pPDGFB e pVEGF respectivamente; P=0,03 — n=4 por grupo).
No entanto, este efeito ndo ocorreu no musculo gastrocnémio (20,31 e 20,11 pgAE/g -

pFGF2+pPDGFB e pVEGEF respectivamente; P=0,99 ) (Figura 16).
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Figura 16- Permeabilidade capilar nos experimentos de transferéncia génica combinada

Figura 16- A permeabilidade capilar nos misculos semimembranoso e
gastrocnémio foi estimada pelo método do Azul de Evans (AE) em animais tratados com
pVEGF e com a combinacdo pFGF2+pPDGFB, no dia +28 pds isquemia. Os resultados
estdo expresso em UgAE/g of peso seco de tecido. Em musculo semimembranoso de
animais tratados com a combina¢do pFGF2+pPDGFB, valores significativamente inferiores

foram observados (n=4 por grupo; P < 0,05).
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4.5.1 - Padrao temporal da expressdao dos genes terapéuticos

A expressao do RNAm do VEGF-A foi demonstrada tanto no dia +3 quanto no
dia +28. Em contraste com este padrdo de expressdo sustentada, o RNAm do FGF-2 e
PDGE-B s6 foi detectado no dia +3 (Tabela 4). Amostras em que a enzima transcriptase
reversa foi omitida da reacdo de transcri¢do do cDNA, utilizadas com o objetivo de detectar
contaminacdo por DNA (dos préprios ratos ou de seqiiéncias do vetor) apresentaram
resultados negativos (Figura 17). Amostras de figado dos animais tratados com os genes
terapéuticos apresentaram resultados negativos, demonstrando a auséncia de disseminacao
dos vetores ndo virais. Amostras de musculo isquémico dos animais controle nao
apresentaram amplificagdo, demonstrando a auséncia de amplificacao cruzada de fatores de

crescimento endogenos pelos “primers” dos genes humanos.

Tabela 4- Padrao temporal da expressdao dos genes terapéuticos

Dia 3 Dia 28

VEGF-A + +
FGF-2 + -
PDGF-BB + -
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Figura 17- Avaliacdo do padrao temporal da expressao dos genes terapéuticos

Figura 17- PCR com transcricdo reversa de amostras de musculo esquelético
dos experimentos de transferéncia génica. Em animais tratados com pVEGF a expressdo do
gene VEGFA foi detectada nos dias +3 e +28. Em animais tratados com a combinacdo
pFGF2+pPDGFB, a expressdo dos genes FGF2 e PDGFB foi detectada apenas no dia +3.
Amostras realizadas em paralelo sem a adicdo de transcriptase reversa (JRT) ndo

mostraram amplificagao.

Em conjunto, esses dados sugerem que a transferéncia génica combinada do
FGF-2/PDGF-B apresenta duragcdo de expressao génica curta, mas efetiva, com o beneficio
adicional de induzir a formacdo de neovasos mais integros do que aqueles formados em

reposta ao VEGF-A.
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4.6 - Inibicio aguda da geracao de trombina compromete a inducido de angiogénese

pos-natal

Baseados em estudos em animais ‘“knockout” demonstrando a importancia da
geracdo de trombina durante a angiogénese pré-natal, nossa hipdtese foi que a reducdo da
geracdo de trombina poderia influenciar negativamente a resposta angiogénica. A maioria
dos estudos nessa drea sdo estudos in vitro, em que o efeito de drogas e os modelos de
angiogénese nao sao necessariamente extrapoldveis para condi¢des in vivo. Dessa forma,
nds avaliamos a resposta angiogénica a isquemia arterial periférica (modelo A) em ratos

sob terapia anticoagulante.

4.6.1 - Efeito in vivo do uso cronico de anticoagulantes sobre a angiogénese no modelo

de isquemia da pata posterior em ratos

O wuso cronico de varfarina, r-hirudina ou enoxaparina resultou em
anticoagulagdo sustentada e clinicamente relevante em ratos Lewis. Em animais tratados
com varfarina sédica, os valores do TP no dia + 7 p6s cirurgia variou de 1,39 a 2,87 vezes o
tempo basal (TP basal em 6 animais nao tratados foi 14,7 + 0,4 segundos). Com um
incremento de 25 a 30% na dose de varfarina por kg de peso, efeito anticoagulante foi
obtido de maneira uniforme, com doses de manutenc¢do entre 0,25 a 0,37 mg/kg/dia. No dia
30 apds a cirurgia, os valores de TP eram pelo menos 2 vezes maior que os valores dos
animais do grupo controle, e os fatores pré-coagulantes dependentes de vitamina K
(FII:C, FVIIL:C, FIX:C e FX:C) estavam significativamente diminuidos (entre 2,3 a 6 vezes)
em todos as animais tratados em comparagdo com os controles (Figura 18). Entre os
animais tratados com r-hirudina, o TTPa obtido 4 horas apds a dltima dose foi 1,5 a 2,7
vezes maior que os valores basais (TTPa basal em 6 animais ndo tratados foi 13,2 + 0,7
segundos). Os valores de TTPa foram: dia +7 (26,2 + 2,8 segundos) e dia +14
(26,6 £+ 1,4 segundos). Entre os animais tratados com enoxaparina, concentracdo média de
heparina de 0,50 + 0,04U/ml foi obtida no dia +30 apds a cirurgia. Um animal do grupo
tratado com enoxaparina apresentou um hematoma subcutaneo no local da injecdo, € um
animal tratado com r-hirudina evoluiu para 6bito por sangramento difuso na 3* semana de

experimento.
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Figura 18- Efeitos do uso cronico da varfarina em ratos Lewis sobre parametros da

coagulacdo

Figura 18- (a) Relagdo entre o tempo de protrombina de animais controle (linha
tracejada, n=6) e animais tratados com varfarina (linha escura; n=6) (TPv/TPc), antes e
ap6s (dias +7, +14, +21 e +30) a isquemia da pata posterior. (b) No dia +30, todos os
fatores pro-coagulantes dependentes de vitamina K estavam significativamente diminuidos
em comparacdo com 0s animais controle, tratados com solucdo salina (P <0,05; Teste de
Mann-Whitney). Resultados expressos como porcentagem dos valores médios obtidos em
ratos controle * erro padrio da média.4.8.2 - Anticoagulagdo cronica ndo influencia

parametros funcionais em repouso da revascularizacao fisioldgica
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4.6.2 - Anticoagulacdo cronica ndo influencia parametros funcionais em repouso da

revascularizacao fisioldgica

Apés a remocgdo cirdrgica da artéria femoral direita (modelo A), sinais de
isquemia foram visiveis em todos os animais ji no dia +7 pds cirurgia. Estes sinais
desapareceram gradativamente a partir do dia +14, e estavam completamente ausentes no
dia +28 na totalidade dos animais controle e anticoagulados, sem nenhuma diferengca no
padrao de resolugdo destes sinais entre os grupos. Em concordincia com estes dados,
nenhuma diferenca foi observada na perfusdo relativa entre animais tratados com varfarina
(I/N = 0,76 £ 0,02; n=6), r-hirudina (/N = 0,72 + 0,04; n=4) ou enoxaparina
(I/N = 0,81 = 0,04;n=5) quando comparada com o grupo controle (I/N = 0,72 £ 0,03; n=6 -
P=0,28; teste de Kruskall-Wallis) (Figura 19).
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Figura 19- Efeitos do uso crénico de anticoagulantes sobre a perfusio relativa

Figura 19- Perfusdo relativa expressa pela razdo I/N no dia +28, mostrando
valores semelhantes em todos os grupos experimentais. (P=0,28; teste de Kruskall-Wallis;
n=5 para varfarina e controle e n=4 para r-hirudina e enoxaparina). Resultados expressos

como media # erro padrao da média.
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4.6.3 - A inibicdo da geracdo de trombina iniciada precocemente inibe a resposta

angiogénica

A densidade capilar determinada para animais tratados com r-hirudina
(181,79 +,7,83 Capilares/mmz; n=4) e enoxaparina (164,83 + 25,78 capilares/mmz; n=4) foi
significativamente menor que no grupo controle (273.,7 + 25,01 capilares/mm’; n=6)
(P=0,001 e 0,04 respectivamente; teste de Mann-Whitney). Em concordancia com estas
observagdes, o numero de capilar por midcito em animais tratados com r-hirudina
(0,56 £ 0,05) e enoxaparina (0,71 = 0,06) também foi significativamente menor que em
animais do grupo controle (0,99 + 0,06). Em contraste, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi demonstrada entre animais tratados com varfarina e controle na

comparacao dos dois parametros (Figura 20).

Em conjunto, esses dados demonstram que a geragcdo de trombina durante a fase
de indugdo da resposta angiogénica € critica. Esses dados ndo sdo facilmente extrapolados
de experimentos utilizando cultura de células e demonstram, pela primeira vez, a correlagdo

entre coagulacio e resposta angiogé€nica pds-natal.
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Figura 20- Avaliagcdo da densidade capilar nos experimentos de anticoagulagdo cronica

Figura 20- (a) Microfotografias representativas de cortes do miusculo
semimembranoso (7 pum) corado para fosfatase alcalina endégena de ratos tratados com
solucdo salina (controle), varfarina, r-hirudina e enoxaparina (Aumento de 100x),
demonstrando uma evidente diminuicdo na densidade capilar nestes dois ultimos grupos,
demonstrada no histograma (b). Resultados expressos como média + erro padrao da média;

n=6 para grupos controle e varfarina e n=4 para grupos r-hirudina e enoxaparina.
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5- DISCUSSAO



O desenvolvimento de novas alternativas de prevencdo e tratamento para
pacientes com DAO é um dos maiores desafios da ci€éncia médica na atualidade. Neste
contexto, a “angiogénese terapéutica” surgiu a partir do inicio dos anos 90 como uma
alternativa promissora para pacientes com DAO avancgada. Desde os estudos iniciais, a TG

foi utilizada como plataforma preferencial para a angiogénese terapéutica.

Virias razdes fazem com que pacientes com DAOCP, e em especial aqueles
com ICMI, sejam excelentes candidatos a angiogé€nese terapéutica baseada na TG. A
limitacdo dos tratamentos disponiveis, a existéncia de modelos animais que recapitulam os
processos de revascularizagdo, a possibilidade de obtencdo de sucesso terapéutico com a
expressdo limitada e transitoria de genes de fatores de crescimento vascular e a relagao
risco-beneficio favordvel justificam o investimento na TG como forma de tratamento da
ICMI. Estudos de fase 1 jd comprovaram a seguranca e o potencial de eficdcia desta
estratégia. Atualmente, a drea atravessa uma fase em que modificacdes técnicas e
conceituais nos protocolos terapéuticos estdo sendo novamente testados em modelos

animais, a fim de possibilitar o desenvolvimento de protocolos mais eficazes em humanos.

Virios fatores podem ser otimizados com o intuito de maximizar a eficicia da
TG na angiogénese terapéutica: (1) a escolha de parametros de eficacia clinicamente
relevantes, seja em modelos animais ou em estudos clinicos, (2) o critério na extrapolacdo
de resultados obtidos em roedores para humanos, (3) a utilizacdo de modelos animais que
recapitulem com fidedignidade cada vez maior a ICMI em humanos, (4) o uso de
combinacdes de fatores de crescimento vascular, e (5) o conhecimento da influéncia de

outras varidveis como drogas utilizadas pelos pacientes no resultado final do tratamento.

Assim, vencida a etapa de demonstracao conceitual do potencial de indugdo de
novos vasos em tecidos isquémicos através do uso de fatores de crescimento vascular
exdgenos, o desafio atual é traduzir esta observacdo em um tratamento eficaz e seguro para

0s pacientes.

Os objetivos deste trabalho procuram contribuir neste processo, desenvolvendo
estudos baseado na terapia génica utilizando combinacdes de fatores pro-angiogé€nicos em

modelos animais.
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No modelo de isquemia da pata posterior de ratos, a avaliacdo da eficdcia da
neovascularizagdo  terapéutica pode ser feita por métodos  anatdmicos
(angiografia e histologia) e métodos funcionais (ensaios de perfusdo com microesferas,
avaliacdo da tensdo de O, muscular ou “doppler"). Embora os métodos anatdmicos déem
informacdes quantitativas simples e diretas sobre a formacio de novos vasos, estes métodos
nada dizem a respeito da contribuicdo destes neovasos para perfusdao tecidual,
especialmente no que diz respeito a capilares. Por este motivo, a utilizacio de métodos
funcionais é de fundamental importincia nestes estudos. De fato, a utilizagdo de métodos

inadequados de avaliac@o pode levar a conclusdes inadequadas em estudos pré-clinicos.

Ensaios de perfusdo utilizando microesferas sdo considerados o “padrao-ouro”
para a determinagdo da perfusdo relativa nestes estudos. No entanto, por se tratarem de
métodos invasivos e laboriosos, eles sdo freqiientemente substituidos por imagens
construidas por “doppler" tecidual (LDPI), que € atualmente o método funcional mais
utilizado neste modelo. Embora ndo invasivo, o LDPI tém como desvantagem o elevado

custo do equipamento e o fato de avaliar a perfusao exclusivamente nos vasos da pele.

Em nosso estudo desenvolvemos um protocolo de avaliacio da perfusdo
relativa da pata posterior isquémica através de cintilografia com 99mTc-sestamibi.
O 99mTc-sestamibi é um cation lipofilico usado primordialmente na avaliacdo da perfusao
miocdrdica (Kiat et al., 1989), também ja utilizado na avaliacdo da perfusdo do musculo
esquelético em pacientes com DAOCP (Bajnok et al.,, 1994). A captagdo celular do
99mTec-sestamibi € determinada ndo apenas pelo fluxo sanguineo regional, mas também
pela viabilidade e metabolismo teciduais (Beanlands et al., 1990), fazendo dele um agente
ideal para avaliacdo ndo apenas da perfusdo mas também da viabilidade muscular, uma
varidvel relevante em estudos de neovascularizacdo terapéutica. Com este método,
pudemos demonstrar a presenca de isquemia grave imediatamente apds os procedimentos
cirirgicos, bem como acompanhar a progressiva recuperacdo fisiolégica da perfusdo
relativa que ocorre ao longo das quatro semanas subseqiientes. Conforme descrito no
modelo, esta recuperacdo ndo chega a atingir os valores pré-operatdrios. Além disso, as
diferencas entre a perfusdo relativa pré-operatdria e a observada nos dias 7, 14 e 28 foram

estatisticamente significativas, permitindo a utilizacdo do método para avalia¢do do efeito
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de fatores interfiram na neovascularizacido fisioldgica da pata. Embora este método ja
houvesse sido utilizado na avaliagdo pds-operatéria imediata da isquemia aguda da pata
posterior em ratos (Mack et al., 1998), sua capacidade de discriminar diferencas menores de
perfusdo relativa observadas ao longo do seguimento cronico destes animais nao havia sido
demonstrada. Quando a cintilografia com 99mTc-sestamibi foi comparada com o “padrio-
ouro” para avaliacdo de perfusdo, valores de perfusdo relativa de toda a pata posterior
foram semelhantes a perfusdo relativa de musculos proximais da coxa (semimembranoso e

adutores).

Em resumo, a cintilografia com 99mTc-sestamibi € uma estratégia alternativa
para avaliagdo funcional da eficiacia em estudos de neovascularizacdo terapéutica com o
modelo de isquemia da pata posterior em ratos. Além disso, 0 método apresenta a vantagem
adicional de fornecer informacdes relevantes sobre a viabilidade muscular. A possibilidade
de sua utilizagdo em estudos clinicos de neovascularizacio terapéutica a torna um método
ainda mais atraente para a estudos que busquem traduzir de forma mais precisa achados

pré-clinicos em tratamentos efetivos.

Além da técnica de cintilografia descrita acima, neste trabalho utilizamos um
indice de isquemia clinica previamente padronizado em modelos de isquemia da pata
posterior em ratos. A utilizagdo deste parametro de eficicia foi possivel pela utilizacdo de
um modelo caracterizado por isquemia tecidual mais grave, em que sinais clinicos de
isquemia sdo facilmente avalidveis. Assim, a utilizacdo deste parametro fortalece as
conclusdes de trabalhos que avaliam a eficicia de estratégias de neovascularizacdo
terapéutica. O desenvolvimento desse modelo animal foi satisfatério e fundamental para

testar nossas hipéteses no desenvolvimento da angiogénese terapéutica para DAOCP.

Virios fatores pro-angiogénicos participam durante o processo de fisiolégico
normal de formacdo de vasos. No entanto, esse conceito ndo foi considerado nas propostas
iniciais de angiogénese terapéutica que visavam o uso de um dnico agente pré-angiogénico.
Esse raciocinio € 16gico do ponto de vista terapéutico, na medida em que desenvolver uma
nova terapia baseada em uma unica droga € mais atraente do que a combinacido de
diferentes agentes. Alem disso, os resultados obtidos em uma serie de estudos em animais

(camundongos, ratos e coelhos) confirmaram a eficdcia in vivo usando um tdnico agente

Discussdo

115



pré-angiogénico. Somente depois dos estudos fase 1 em humanos é que as complicagdes
relacionadas a formacdo de neovasos ndo totalmente competentes (edema, proteintria)
ficaram evidentes. Atualmente, uma das alternativas que vem sendo testada para a obtengao
de melhores resultados em protocolos de neovascularizagdo terapéutica € a utilizacdo de
associacoes de fatores de crescimento. A possibilidade de associar fatores pro-angiogénicos
como o VEGF-A e o FGF-2 com fatores que induzem a maturagdo de novos vasos como o
PDGF-BB e a angiopoietina-1 é extremamente atraente, por seus efeitos complementares
ou em alguns casos, até sinérgicos. A sinergia entre dois fatores pré-angiogénicos €
desejdvel na medida em que permite uma redugdo da dose de cada componente, aumentado
a segurancga do tratamento. Desta forma, a avaliacdo destas estratégias em modelos animais
€ parte fundamental do desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos de angiogénese

terapéutica.

Recentes evidéncias demonstraram que a infusdo da combinacdo de fatores
FGF-2 e PDGF-BB sob a forma de proteinas recombinantes resulta em efeito
pré-angiogénico sinérgico, através do qual uma rede de neovasos altamente desenvolvida é
formada e sustentada por um tempo superior ao tempo de exposi¢ao aos fatores, em varios
modelos in vivo de angiogénese (Cao et al., 2003). Cao et al (2003) demonstraram que a
associacdo entre o FGF-2 e PDGF-BB apresenta resultados superiores ao uso isolado de
FGF-2, PDGF-BB ou VEGF-A, ou a qualquer outra combinag¢do entre estes fatores.
E importante notar que nesse estudo, as proteinas pré-angiogénicas foram administrados
através da implantacdo de polimeros de liberacdo lenta e por injecdes intramusculares
repetidas por 12 dias nos tecidos isquémicos, e que a avaliacdo da neovascularizacio foi
feita apds o dia +28. Dessa forma, a combinacdo de fatores pré-angiogénicos, associado a
vias de administracdo que garantiram a exposicao sustentada aos agentes terapéuticos € que

determinaram o efeito dessa estratégia terapéutica.

Assim, nosso objetivo principal foi verificar se o uso da terapia génica, como
alternativa as inimeras injecdes intra-musculares, poderia resultar em beneficio semelhante
ao obtido com o uso de proteinas recombinantes. A selecdo do FGF-2 e do PDGF-BB
deveu-se ao papel complementar que estes fatores exercem no desenvolvimento vascular,

atuando como agentes indutores da formacdo de brotos capilares (FGF-2) ou como
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estabilizadores da parede vascular pelo recrutamento de pericitos e células musculares lisas
(PDGF-BB). A transferéncia génica do VEGF-A foi selecionada como controle positivo de
eficacia, por se tratar da estratégia mais amplamente testada no modelo de isquemia da pata
posterior, tanto em modelos animais quanto em estudos clinicos. Além disso, a descricdo de
edema de extremidades em pacientes com ICMI tratados com VEGF-A em estudos clinicos
de angiogénese terapéutica deixa claro que o efeito de aumento de permeabilidade vascular
do VEGF-A € uma limita¢do significativa para seu uso clinico. Desta forma, a possibilidade
de obter vasos mais integros viria de encontro a necessidade de maximizagdo da eficacia da

angiogénese terapéutica.

O principal achado de nossos experimentos foi que a terapia génica usando
vetores ndo virais com uma combinacdo dos genes do FGF-2 e do PDGF-BB foi capaz de
induzir um aumento significativo na resposta angiogénica (aumento da densidade capilar) e
arteriogénica (aumento do nimero de arteriolas), compardvel ao obtido pela transferéncia
génica do VEGF-A. Além disso, este aumento associou-se a melhora de pardmetros
funcionais da perfusdo dos tecidos isquémicos semelhantes nos dois grupos, quando
comparados ao placebo (vetor vazio). A utilizagdo da cintilografia com 99mTc-sestamibi

nesta avaliagdo aumenta a relevancia de nossos achados.

Em termos de seguranca, a combinacdo FGF-2/PDGF-BB se mostrou capaz de
induzir vasos de maior integridade que o VEGF-A isolado. Esta observacdo é de grande
relevancia para o desenvolvimento de protocolos clinicos para tratamento da ICMI.
Além disso, os resultados obtidos com a combinacdo de genes terapéuticos foi obtido
utilizando doses individuais 50% menores de cada gene terapéutico, o que levou a um
padrao de expressdo génica mais curta do FGF-2 e PDGF-BB comparados ao VEGF-A.
O uso de menores doses de fatores pré-angiogénicos resulta em menor expressdo local de
cada fator e conseqiientemente menos proteina tem acesso a circulagio e a outros sitios no
corpo. Isner et al documentaram detecc¢do transitéria do VEGF em amostras de sangue
circulante (Isner et al., 1996). Considerando que a exposi¢do a fatores de crescimento
vascular como o VEGF-A tem o potencial de acelerar lesdes malignas incipientes,
aterosclerose e vasculopatia proliferativa em pacientes diabéticos, a possibilidade de
obtencdao do mesmo efeito terapéutico as custas de menor expressdo dos genes terapéuticos

torna esta estratégia ainda mais atraente no que diz respeito a seguranca.
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Tanto o FGF-2 quanto o PDGF-BB sdo fatores de crescimento cuja atividade
mitogénica sobre CE j4 foi demonstrada (Conway et al., 2001). No entanto, os relatos sao
contraditérios no que diz respeito ao efeito da combinagdo dos dois fatores sobre a
angiogénese in vitro (De Marchis et al., 2002; Russo et al., 2002). No contexto da
neovascularizacdo terapéutica, Cao e colaboradores demonstraram um robusto efeito
sinérgico entre os dois fatores sobre a angiogénese e arteriogénese (Cao et al., 2003).
Usando uma estratégia semelhante a testada em nosso estudo, baseada na terapia génica
com vetores ndo virais, Hao e colaboradores também demonstraram o efeito
pré-angiogénico da combinagdo entre estes dois fatores, embora ndo tenham reproduzido o
efeito sinérgico descrito no estudo com proteinas (Hao et al., 2004). Neste aspecto nossos
resultados se assemelham aos descritos por Hao et al. A explicagdo para estas diferencas
nao estd completamente elucidada. O papel e padrdo de expressdao dos diferentes receptores
do PDGF (PDGF-R) podem explica-las parcialmente. As acdes do PDGF sdo mediadas
pelo PDGF-Ra e PDGF-RP. PDGF-R ¢é conhecido por ativar vias de sinalizacdo
pro-angiogénicas (Battegay et al., 1994), ao passo que o PDGF-Ra medeia a0 menos em
parte um efeito inibitdrio reciproco entre FGF-2 e PDGF-BB in vitro (De Marchis et al.,
2002; Russo et al., 2002). Recentemente, Faraone e colaboradores demonstraram que sob
certas condi¢des in vitro, a formag¢do de heterodimeros entre receptores do FGF-2 e
PDGF-Ra € responsavel pela inibicdo reciproca entre os fatores (Faraone et al., 2005).
Estes autores levantaram a hipdtese que o padrdo de expressdo destes fatores e de seus
receptores controla a cinética de formacdo de complexos receptores/ligantes, levando a
sinais ativadores (homo-complexos) ou inibitdrios (hetero-complexos) sobre a angiogénese,
dependendo da disponibilidade de cada molécula em situagdes fisiolégicas ou patolégicas
distintas. Assim, uma possivel explicacdo para as diferencas de intensidade do efeito entre
os dois fatores observadas entre o estudo com proteinas e os estudos com terapia génica € a
quantidade relativa de cada fator a que os tecidos isquémicos foram expostos.
Em concordancia com esta hipdtese, no estudo de Hao e colaboradores e no presente
estudo, utilizamos uma relacdo de 1:1 entre os vetores, que pressupde uma relagdo de massa
de 1:1 entre os fatores nos tecidos. Em contraste, no estudo com proteinas recombinantes
uma relacdo de 1:2 entre FGF-2 e PDGF-BB foi usada, relacdo esta que segundo os autores

teria sido fundamental para a obtengdo do efeito sinérgico entre os fatores.
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Por outro lado, ndo € possivel descartar que a diferenca entre esse estudos seja
apenas a resultante de cinética de exposi¢io do tecido isquémico aos fatores
pro-angiogénicos: exposicdo continua a baixas concentracdes versus exposicao a picos
transitorios dos fatores pro-angiogénicos apds o uso da TG ou de injecdes intramusculares
seriadas respectivamente. Experimentos utilizando propor¢des distintas de cada gene
terapéutico, ou vetores que garantam expressdo mais robusta, como o0s virus
adeno-associados sdo necessdrios para a definicdo da dose relativa 6tima a ser utilizada em

humanos.

Em nosso trabalho, o aumento da proliferacao capilar, representando a resposta
angiogénica, foi mais evidente nos musculos da panturrilha, enquanto o aumento da
densidade arteriolar e a formacdo de vasos com menor permeabilidade capilar, duas
caracteristicas da arteriogénese, foram mais evidentes nos musculos mais proximais do
membro. Outros autores ja observaram diferencas semelhantes na resposta angiogénica e
arteriogénica entre musculos proximais e distais da pata posterior neste modelo
experimental (Scholz et al., 2002). Uma possivel explica¢ido pode estar relacionada a maior
tolerancia a isquemia dos musculos proximais do que musculos mais distais
(Dregelid et al., 1983). Esta diferenca - que pode decorrer tanto da composi¢ao de fibras
(tipo I/tipo II) de cada musculo, como de caracteristicas da circulacdo arterial para estes
musculos - tem como resultado graus distintos de necrose, que poderiam inviabilizar a

capacidade de produgdo e/ou resposta a fatores de crescimento vascular.

Nossos dados demonstram que a expressdo transitéria de FGF-2/PDGF-BB
através de vetores ndo virais € uma alternativa eficaz ao uso de proteinas recombinantes
para a neovascularizacdo terapéutica. A comparacao direta da expressdo local dos fatores
de crescimento demonstra que apenas 0 RNAm do VEGF-A pode ser detectado no dia +28
do experimento, e que a expressao do FGF-2/PDGF-BB se perde em algum momento entre
os dias +3 e +28. Nossa hipdtese é que doses individuais menores destes dois genes
terapéuticos estio associadas a expressdo de curta duragcdo, que no entanto nao deixa de ser
eficaz. Este cardter transitorio da expressao reforca a seguranca desta estratégia terapéutica.
Esta hipdtese estd em acordo com as observacdes de Cao e colaboradores que
demonstraram que a exposi¢ao a estes fatores por tempo limitado foi efetiva na obtencao de

neovascularizag¢ao (Cao et al., 2003).
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Nosso interesse neste sistema fica entdo refor¢cado pelo potencial de obtengao
de efeitos terapéuticos as custas de expressdo limitada e transitéria, com extravazamento
minimo ou inexistente do produto transgénico para outros tecidos. Além disso, as vantagens
de producdo em larga escala do plasmideo DNA se tornam ainda mais significativas
quando consideramos fatores de custo e operacionalizacdo do uso de proteinas
recombinantes, ainda que por poucos dias, no contexto de uma doenca de prevaléncia tao

significativa como a DAOCP.

Cao e colaboradores também demonstraram que a infusdo de FGF-2/PDGF-BB
foi eficaz em um modelo de isquemia da pata posterior em coelhos. Mais experimentos sao
necessarios, em animais de maior parte, para que possamos estabelecer se esta estratégia de
terapia génica € especifica ou ndo para animais de pequeno porte. Outros sistemas de
expressdo com vetores ndo virais, como o eficiente plasmideo-DNA “minicircle” podem
ser uma alternativa caso niveis mais elevados de expressdo sejam necessarios em animais

de maior porte (Chen et al., 2003).

O modelo de isquemia da pata posterior vem sendo amplamente utilizado em
estudos pré-clinicos para avaliacdo de estratégias terap€uticas (“angiogénese terapéutica’)
aplicaveis a pacientes com DAOCP. Neste modelo, a queda abrupta do fluxo sanguineo
decorrente da ligadura da artéria femoral ativa uma série de mecanismos que, ao longo de 3
a 4 semanas, induzem uma recuperacdo parcial do fluxo sanguineo. Esta recuperacdo
depende da angiogé€nese, arteriogénese e vasculogénese (Scholz et al., 2002; Shintani et al.,
2001), e recapitula os mecanismos envolvidos na neovascularizagdo de tecidos isquémicos.
O tempo de avaliacdo de 4 semanas € utilizado com o objetivo de avaliar a adaptacdo
cronica do tecido a isquemia. No entanto, trés limitacdes merecem ser destacadas quanto a
utilizacdo deste modelo nestes estudos. Em primeiro lugar, o modelo ndo mimetiza de
forma adequada a progressao lenta da aterosclerose em humanos. Em segundo lugar, ratos
ou coelhos normalmente utilizados neste modelo t€m endotélio normal, ao contrario de
pacientes com DAOCP que freqiientemente apresentam co-morbidades associadas a
disfun¢do endotelial tais como diabetes, hipertensao, senilidade, dislipidemia. E finalmente,
a deteccdo de edema de membros inferiores como parametro clinico de integridade dos

neovasos ainda ndo esta adequadamente explorada nesse e em outros modelos animais.
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Estas diferencas devem ser consideradas quando avaliamos resultados obtidos com este
modelo, e podem justificar em parte a dificuldade de reproducao dos resultados obtidos em

animais nos estudos clinicos de angiogénese terapéutica.

Por estes motivos, a perspectiva de utilizacdo do modelo em estudos futuros
prevé a associagdo de estratégias que minimizem a influéncia destas limitacdes. Entre estas
estratégias podemos citar a utilizacdo de constritores amerdides adaptaveis a artéria femoral
de ratos com o objetivo de tornar mais lenta a progressao da isquemia (Tang et al., 2005) e
a utilizagdo de camundongos transgénicos com alteragdes especificas na funcdo endotelial

(Galasso et al., 2000).

Na tultima parte desse estudo, nosso objetivo foi avaliar o papel da geragcdo de
trombina na angiogénese pos-natal. Aqui nds testamos como a inibicdo parcial da
coagulacdo, em niveis comumente alcancados em pacientes anticoagulados, afetaria a

neovascularizacdo caracteristica do modelo de isquemia da pata posterior em ratos adultos.

A superficie endotelial, como ponto de contato entre a parede do vaso e o
compartimento fluido intravascular, é o sitio onde ocorrem todas as reacdes da hemostasia
quando o endotélio € lesado. A partir desta perspectiva, € possivel imaginar que as reacdes
da hemostasia participem ndo somente do processo de coagulagdo do sangue, mas também
em outras etapas do reparo da lesdo vascular, entre as quais estdo o estimulo a proliferacdo

de CE e formagao de novos vasos.

Os mecanismos através dos quais a trombina participa da angiogénese estao
bem documentados em camundongos deficientes de fatores pré-coagulantes, PAR-1 e fator
tissular (Moser e Patterson, 2003). Experimentos in vifro também demonstraram o papel
fundamental da trombina em vdarias etapas da angiogé€nese, necessdrias para a formagao de
uma rede vascular funcional. Estas etapas incluem o aumento da permeabilidade vascular
(Garcia JG et al., 1995; Garcia JG e Schaphorst, 1995), a degradacdo da matriz extra-
celular por MMP (Galis et al., 1997; Zucker et al., 1995; Zucker et al., 1998), aumento da
migragdo e proliferacdo de CE (Senger et al., 1996; Wang HS et al., 1997), aumento da
expressdo de fatores como o VEGF e a Ang2 (Huang et al., 2001; 2002), e do receptor do
VEGF (Tsopanoglou e Maragoudakis, 1999). A trombina também participa da angiogénese
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através de mecanismos relacionados a sua agdo pro-coagulante envolvendo a ativacdo
plaquetaria e a clivagem do fibrinogénio. Plaquetas ativadas liberam grande quantidade de
fatores de crescimento vascular como o VEGF e o PDGF, ao passo que a deposi¢do de
fibrina funciona como um suporte transitério para a migracdo de CE e formacdo de tubos

vasculares (Contrino et al., 1996; Nagy et al., 1989).

Aqui n6s demonstramos pela primeira vez que a inibi¢do direta da trombina
e/ou do fator Xa in vivo resultou em uma diminui¢do da proliferagdo capilar em resposta a
isquemia, quando a anticoagulacdo foi iniciada nas primeiras horas apds o estimulo
angiogénico. Curiosamente, nenhum efeito adverso sobre a resposta angiogénica pode ser
demonstrado quando a anticoagulagdo foi iniciada apds 72 horas do estimulo. Este efeito
tempo-dependente pode ser explicado pelo fato de que os eventos moleculares e celulares
associados com a angiogénese se iniciam imediatamente apds a inducdo da isquemia
(Lee et al., 2004). Desta forma, nossos dados sugerem a existéncia de uma janela de tempo
estreita na qual os niveis de trombina podem modular a resposta angiogénica pds-natal de

forma andloga ao que ocorre na angiogénese no embrido.

A enoxaparina e a hirudina atuam inibindo o Fxa/trombina e a trombina
respectivamente, e ambas sdo drogas de acdo rdpida. Isto sugere que os efeitos sobre a
angiogénese descritos ndo sdo especificos de cada composto, mas sim o resultado da acao
final destas drogas. De fato, a a¢do anti-angiogénica da hirudina (Caunt et al., 2003) e
das HBPM (Collen et al., 2000) (Mousa e Mohamed, 2004) ja foi demonstrada

previamente in vitro.

Nesta fase, os experimentos foram desenhados para mimetizar, em certo grau,
situagdes clinicas em que a neovascularizacio terapéutica seria indicada para pacientes em
uso de anticoagulantes. Devido ao fato de pacientes com DAO freqiientemente fazerem uso
de anticoagulantes, ndés optamos por testar drogas comumente utilizadas na clinica, com
mecanismos de acdo e estrutura molecular distintos. Ao selecionarmos drogas e doses
comparaveis as usadas em humanos, nés demonstramos que o efeito anti-angiogénico de
drogas anticoagulantes devem ser uma preocupacao no processo de traducio de resultados

pré-clinicos desta nova estratégia, i.e. neovascularizagdo terap€utica, para humanos.
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Nos experimentos com a varfarina, quando administrada 72 horas apds a
inducdo da isquemia, nenhum efeito inibitério sobre a angiogénese foi documentado, a
despeito da obtencdo de anticoagulacdo plena e sustentada. Wang e colaboradores
demonstraram recentemente que a diminui¢do in vitro da vitamina K ep6xi redutase por
oligonucleotideos anti-sense inibiu a proliferacio de CE por um mecanismo independente
da diminuicdo dos fatores da coagulacdo vitamina K dependentes (Wang Y et al., 2005).
Em conjunto estes dados sugerem que o efeito inibitorio sobre a resposta angiogénica neste
modelo de isquemia da pata posterior ocorre dentro de uma janela de tempo estreita (<72h),
ao mesmo tempo em que levantam a possibilidade de que, em pacientes sob anticoagulacao
com varfarina, a resposta angiogé€nica possa ser comprometida mesmo na auséncia de

anticoagulagdo plena.

Nestes experimentos, a inibicdo da resposta angiogénica, representada pela
diminui¢do da proliferacdo capilar nao foi associada a alteracOes em parametros funcionais
da neovascularizagdo (perfusdo relativa). Nesta fase dos experimentos utilizamos um
modelo de isquemia da pata posterior em que manifestacdes clinicas de isquemia (tlceras
de pressdo, necrose) estdo ausentes em repouso. Como os testes funcionais sdo realizados
em repouso € possivel que pequenas diferencas na perfusao relativa ndo sejam detectaveis
pelo método utilizado. De fato, ja foi demonstrado que exercicios isométricos, em geral
induzidos pela estimulacdo elétrica dos musculos isquémicos, sdo capazes de revelar o
déficit de perfusdo no modelo de isquemia da pata posterior (Brevetti et al., 2001; Challiss
et al., 1986; Walder et al., 1996). Além disso, caso estes animais apresentassem disfungdo
endotelial normalmente presente em pacientes com DAO, o impacto dos efeitos da hirudina
e enoxaparina sobre parametros funcionais poderia ser mais evidente. Experimentos
semelhantes em animais com disfun¢do endotelial tais como diabéticos, senis ou com
propensdo ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas seriam necessarios para exclusao

desta possibilidade.

Em resumo, nossos dados demonstram que o uso de drogas anticoagulantes
como a hirudina e a enoxaparina no momento do estimulo a neovascularizacdo de tecidos
isquémicos impede uma resposta angiogénica normal. Esta observacdo € relevante na

medida em que o uso destas drogas pode comprometer o resultado de estudos clinicos de
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neovascularizacdo terapéutica com proteinas recombinantes ou terapia génica,
especialmente estudos iniciais que freqiientemente usam doses baixas ou mesmo
sub-terapéuticas dos agentes testados. Por outro lado, é possivel que a ativacdo de
receptores celulares da trombina presente em células endoteliais (PAR-1 e PAR-4) durante
a inducdo da angiogénese terapéutica possa potencializar a resposta neovascular. O uso de
peptideos agonistas especificos dos PARs (1 ou 4) em conjungdo com os fatores
pro-angiogénicos (proteina ou por TG) pode oferecer um efeito sinérgico no tratamento da

DAOCP.

Os dados apresentados neste trabalho abrem perspectivas para novos estudos de
angiogénese terapéutica: a avaliacdo da angiogénese terapéutica combinada com o
FGF-2/PDGF-BB através da TG em animais maiores (coelhos), bem como a otimizagao
das doses relativas de cada fator pré-angiogénico e dos niveis de expressdo do transgene
adequados para uma relacdo eficicia/seguranca satisfatoria sdo questdes importantes a
serem investigadas. Por outro lado, nossos dados também abrem perspectivas para o estudo
do papel da trombina na angiogé€nese pos-natal. Estudos com o modelo de isquemia da pata
posterior em camundongos “knockout” com deficiéncia de PAR-1 podem ajudar a elucidar
o papel das agdes celulares da trombina na angiogé€nese pés-natal. Analogamente, €
possivel que a ativacdo de receptores celulares da trombina presente em CE
(PAR-1 e PAR-4) durante a indu¢do da angiogé€nese terapéutica possa potencializar a
resposta neovascular, fazendo dos receptores celulares de trombina nas CE um alvo
teraputico potencial para a angiogénese terapéutica. O uso de peptideo agonistas
especificos dos PARs (I ou 4) em conjuncdo com os fatores pro-angiogénicos

(proteina ou por TG) podem oferecer um efeito sinérgico no tratamento da DAOCP.
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1 6- CONCLUSOES



De acordo com os objetivos inicialmente propostos neste estudo, de contribuir
para o desenvolvimento de uma nova estratégia de angiogénese terapéutica baseada em TG,

concluimos que:

1. A expressdo transitoria de FGF-2 associada a de PDGF-BB pela TG com
vetores nao virais € uma estratégia eficaz para angiogénese e arteriogénese
terapéutica no modelo de isquemia da pata posterior em ratos. Neste modelo
a TG combinada alcanga resultados anatomicos e funcionais semelhantes a
transferéncia génica isolada do VEGF-A. O beneficio desta combinagdo foi
ainda avaliado através de nova metodologia baseada na utilizacdo da
cintilografia com 99mTc-sestamibi. Dessa forma foi possivel a avaliacdo
ndo invasiva do impacto dos vasos neoformados sobre a perfusdo tecidual.
Além disso, a transferéncia génica combinada do FGF-2 e PDGF-BB
apresentou o beneficio adicional de induzir a formagdo de neovasos mais
integros. que o VEGF-A isolado, e de obtencdo do efeito terapéutico as
custas de doses individuais reduzidas de cada gene. Estas duas
caracteristicas sdo atraentes do ponto de vista de seguranca da estratégia

terapéutica proposta.

2. O uso de drogas anticoagulantes de ac@o rdpida como a enoxaparina € a
hirudina no momento da indu¢do da isquemia no modelo de isquemia de
pata posterior em ratos inibe a resposta angiogé€nica, expressa pela
proliferacdo de capilares no muisculo isquémico. Esta observagdo sugere que
o uso de anticoagulantes como a enoxaparina e a hirudina por pacientes
submetidos a terapia pro-angiogénica pode ser uma variavel relevante para a
eficacia destes protocolos, em especial em estudos de fase 1 e 2 que
freqlientemente utilizam doses baixas ou sub-terapéuticas. Por outro lado,
receptores de trombina nas CE podem ser alvos terapéuticos potenciais para

angiogénese terapéutica.
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Animal Models

Early in vivo anticoagulation inhibits the angiogenic response
following hindlimb ischemia in a rodent model

ErichV. De Paula', Mariane C. F. Nascimento', Celso D. Ramos?, Margareth C. Ozelo', Tania F. Machado',
AnaT. Guillaumon?, Valder R. Arruda?, Joyce M. Annichino-Bizzacchi'?

'Hematology and Hemotherapy Center, State University of Campinas, Campinas, SP. Brazil; *State University of Campinas School of Medicine,
Campinas, SP, Brazil; *Department of Pediatrics, University of Pennsylvania School of Medicine, The Children’s Hospital of Philadelphia,

Philadelphia, Pennsylvania, USA

Summary

Emerging findings have demonstrated the critical role of blood
clotting factors in the formation and stabilization of embryonic
blood vessels. Whether a similar role is true during post-natal
angiogenesis remains to be determined. Here we sought to de-
termine whether the suppression of thrombin generation with
anticoagulant drugs at doses routinely used for therapeutic pur-
poses would affect the angiogenesis pattern following hindlimb
ischemia in rats. Animals were treated with r-hirudin or enox-
aparin within six hours post induction of hindlimb ischemia,
whereas two other groups received oral anticoagulation warfa-
rin beginning at day 3 post-ischemia or saline (as control). The
revascularization anatomical and functional responses were
evaluated 30 days following tissue ischemia. Chronic adminis-

Keywords
Angiogenesis, warfarin, hirudin, heparin, anticoagulant

tration of the drugs resulted in stable anticoagulation in all ani-
mals throughout the experiment. Animals that received drugs
with fast anticoagulation effects (i.e. r-hirudin and enoxaparin)
presented a significant decrease in capillary density and capil-
lary-to-myocyte ratic compared to control animals. These ef-
facts were not associated with changes in relative perfusion of
the hindlimb at steady state. These anti-angiogenic effects occur
in a time-dependent manner, since delayed inhibition of coagu-
lation (> 72 hours) presents no adverse effect on the angiogenic
response. YWe conclude that the use of anticoagulant drugs im-
mediately after tissue ischemia induction hampers in vivo angio-
genic response in a rodent hindlimb ischemia model.

Thromb Haemost 2006; 96; 68-72

Introduction

In the last two decades, advances in the understanding of the
molecular and cellular events associated with the development
of the cardiovascular system made possible the use of vascular
crowth factors with the aim to increase vascular supply to
ischemic tissues. These strategies, collectively known as “thera-
peutic angiogenesis”™, have been alreadv evaluated in phase II
clinical trials, and are attractive alternatives for the treatment for
patients with arterial occlusive disease (AOD) (1).

More recently, growing evidence demonstrated the essential
role of blood clotting factors and their receptors during the nor-
mal process of embrvonic vascular development. For example,
mice engineered by disruption of endogenous procoagulant fac-
tors such as prothrombin and factor V, protease-activated recep-
tor-1 (PAR-1) or tissue factor presented embryonic mortality due

to bleeding and/or lack of vascular integrity (2—6). Furthermore,
detailed in vifro studies have also demonstrated the role of
thrombin in different critical steps of angiogenesis (7).

Taken together, these data emphasize the importance of
thrombin in angiogenesis during embryonic development, and
raise questions on whether there would be an analogous role for
thrombin in situations when adult angiogenesis is upregulated
such as inflammation, tumour development. and in AOD.

To date, there is limited information on the in-vivo role of
thrombin in adult angiogenesis. However, a series of in-vitro
studies clearly demonstrated that drugs with different anticoagu-
lant effects and melecular structures such as heparin, heparin-
derivatives and hirudin (a thrombin-specific inhibitor) all pre-
sent inadvertent anti-angiogenic responses that do not depend on
the anticoagulant effect. Moreover. inhibition of vitamin K epoxi
reductase expression in human umbilical vein endothelial cells
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(HUVEC) by treatment with antisense oligonucleotides also in-
hibits angiogenesis (8). Based on these findings, we sought to
determine whether the use of these common anticoagulant drugs
would affect the parameters of therapeutic angiogenesis. Be-
cause patients with AOD are likely to require anticoagulant ther-
apy when enrolled in clinical studies on therapeutic angiogen-
esis, we carried out in-vivo experiments on the effect of anti-
coagulant drugs in the hindlimb ischemia model in rats.

Materials and methods

Hindlimb ischemia model

All animal experiments were approved by the local Animal Ex-
periments Ethical Committee, and complied with the regulations
of the Brazilian Council of Animal Experimentation. The hind-
limb ischemia model was performed as previously described (9).
Briefly, eight-week-old Lewis rats were anesthetized by intra-
venous pentobarbital (30-50 mg/kg). All branches of the right
femoral arterv distal to the inguinal ligament were ligated, and
the whole arterv was surgically excised to induce limb ischemia.
Rats were fed standard rat chow ad {ibitum, and were evaluated
for clinical signs ofischemia according to a previously published
clinical ischemia index (10) (abnormal gait, pale feet, pressure
sores of tissue necrosis) at days 7. 14, and 28.

Anticoagulation protocel, blood samples and tissue
collection

Animals were allocated to one of the three treatment groups:
1) sodium warfarin (Zest Farmaceutica, Rio de Janeiro, Brazil)
0.2 mg/kg diluted in distilled water, given orally from day 3 to
day 30 after surgery (n=6); 2) recombinant hirudin (r-hirudin)
(Lepirudin, Hoechst Marion Roussel, Kansas City, MO, USA)
2.5 mg/kgs.c. from day 1 (six hours after surgerv) to day 30 after
surgery (n=5); and 3) the low-molecular-weight heparin
(LMWH) enoxaparin (Aventis Pharmaceuticals Inc., Bridge-
water, NJ, USA) at the fixed dose of 1,500 U/kg s.c. from day 1
(six hours after surgery) to day 30 after surgery (n=5). Prelimi-
nary studies on the use of warfarin prior to hindlimb ischemia
were associated with an unacceptably high mortality rate due to
surgical bleeding (n=2/2). Similarly, attempts in targeting spe-
cifically factor Xa, by injecting tick anticoagulant peptide
(kindly provided by Dr. Krishwasnamy, University of Pennsyl-
vannia) by intravenous or subcutaneous routes, proved compli-
cated because ofthe drugs short half-life (< 15 min) and high risk
of surgical bleeding. In preliminary experiments, the r-hirudin
regimen used in the study resulted in an aPTT 1.5- to 2.5-fold
longer than baseline (four hours atter each dose), which was the
target aPTT for r-hirudin-treated animals. Control animals (n=6)
received water on the same schedule as warfarin. Blood samples
(270 pl of whole blood) were collected into 1.5-ml plastic tubes
containing 3.2% sodium citrate solution by tail vein puncture on
days 7., 14, 21 and 28 for adjustment of anticoagulant dose from
control and warfarin-treated animals. The anticoagulation target
level was a prothrombin time (PT) two- to three-fold longer than
haseline. The PT and aPTT target levels were chosen for being
well established levels of anticoagulation in clinical settings.
Two additional blood samples were also collected from r-hiru-
din-treated animals on days 7 and 14 for aPTT determination. On

day 30, all animals were anesthetized as described above, and 3.5
ml of whole blood was collected into 3.2% sodium citrate glass
tubes by abdominal aortic puncture. After centrifugation,
samples were stored at —80°C until analvsis. Animals were then
sacrificed by intravenous infusion of 200 mg/kg of pentobarbi-
tal, the abdominal aorta was catheterized, and the hindlimbs were
perfused with 20 ml of a 500 U/ml saline solution of sodium he-
parin to prevent post mortem clot formation. The semimembra-
nosus muscles of the ischemic limbs were harvested, embedded
in optimum cutting temperature compound (Sakura Finetek Inc..
Torrance, CA, USA), snap-frozen in liquid nitrogen cooled
n-hexane, and stored at —80°C. The semimembranosus muscle
was chosen, because 1) it is the major muscles of the medial
thigh, and i1) it was originally perfused by the the deep femoral
artery, ligated at the time that the femoral arterv was excised
(11).

Blood coagulation parameters

The PT assay was performed using 50 pl of sample mixed with
37°C pre-warmed thromboplastin (Simplastin Excel S; BioMé-
rieux Inc., Durham, NC, USA). The aPTT assay was performed
using 50 ul of sample, mixed with 50 pl of aPTT reagent (Plate-
lin LS; BioMérieux Inc.). Both assavs were performed in a co-
agulometer (Coag-A-mate MTX; Organon Teknika, Turnhout,
Belgium). FVII clotting activity was determined on a similar PT-
based assay using 50 ul sample mixed with 50 ul of human FVII
deficient plasma (Dade-Behring, Marburg, Germany) at 37°C.
FII, FIX and FX clotting activities were determined by aPTT-
based assays performed using 50 ul of sample, mixed with 50 ul
of human FII (Diamed AG, Switzerland), FIX or FX deficient
plasma (Dade-Behring) and 50 ul aPTT reagent (Platelin LS;
hioMérieux Inc.). Heparin concentration in enoxaparin treated
animals was determined by an anti-FXa based assay (Accucolor
Heparin; Sigma, St. Louis, MO, USA).

Hindlimb relative perfusion evaluation

To evaluate the effect of anticoagulant drugs on limb perfusion
parameters of treated and control animals, we performed
99mTe-sestamibi scintigraphy of both hindlimbs on day 28, as
previously described (12). Briefly, anterior and posterior static
images were obtained under pentobarbital anesthesia five mi-
nutes after an inftravenous injection of 55 MBq (1.5 mCi) of
99mTe-sestamibi using a two-head gamma-camera. Regions of
interest were drawn over both hindlimbs on the anterior and pos-
terior images for uptake quantification, and the contra lateral
hindlimb was used as a reference. The mean count of the anterior
and posterior was calculated, and the ratios between ischemic
and normal hindlimbs (I/N) were calculated for each animal. An
examiner who was blinded to which group the images belonged
performed the evaluation. This method has been previously cor-
related with blood flow measurements using 15 um fluorescent
microspheres (data not shown), which further support the use of
such methodology to assess parameters of limb circulation.

Capillary density and capillary-to-myocyte ratio

Capillary density was evaluated to determine whether the angio-
genesis response in vivo, represented by proliferation of small
capillary vessels in the ischemic hindlimb, would be affected by
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Figure |: Coagulation parameters of warfarin-treated and con-
trol rats. A) Prothrombin time (PT) ratios for control (dotred line;
n=6) and warfarin-treated animals (bold line: n=6) before and ar several
time points after hindlimb ischemia. B) At day 30, all vitamin K-depen-
dent procoagulant factors were significantly down-regulated in warfarin-
treated animals compared to controls (P <0.05; Mann-Whitney test).
Results expressed as percentage of the mean value obtained in control
rars + SEM.

the anticoagulant drugs. On day 30 of the experiment, 7 pm-thick
cryosections of the midportion of the semimembranosus muscle
from the ischemic hindlimb were obtained and stained for alka-
line phosphatase with an indoxvl-tetrazolium method as pre-
viously described (13). Briefly, samples were stained for 1 h at
37°C in a solution of nitroblue tetrazolium (Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, MO, USA) 30 mg, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate p toluidine salt (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO,
USA) 6 mg, in 30 ml of a buffer containing 6.9 mM MgSOy and
27.5 mM NaBO, adjusted to a pH between 9.2 and 9.4 with boric
acid. After rinsing and a five-minute post fixation with sucrose
(300 mOsmol; Sigma-Aldrich Co.) buffered formalin solution
{Accustain; Sigma-Aldrich Co.), sections were counterstained
with 0.5% eosin. This histochemical staining allows the visualiz-
ation of capillary endothelial cells in skeletal muscle sections
and has been extensively used for the quantification of capillary
density in skeletal muscle (14, 15). The muscle sections were
then analyzed under 50X magnification, and consecutive fields
from each section were digitalized (Kontron KS 300 V2.00 digi-
tal imaging system, Munich, Germany ), so that the whole area of
the section was evaluated (mean number of fields counted per
section = 8.2). Image analyses software (Scion Image Beta 4.02
for Windows; Scion Corporation, USA) was used to count the
number of capillaries per section, after results in 10 random
fields agreed with those obtained with manual counting. Capil-

lary-to-myocyte ratio was also evaluated to prevent an overesti-
mation of capillary proliferation secondary to uneven myocyte
atrophy in the experimental groups. The number of myofibers
was manually counted in five random fields per tissue section
per animal. Finally, the mean number of capillaries'mm? (capil-
lary density) and the capillary-to-myocvte ratio was calculated.
Again, the observer was blinded as to which treatment group
each amimal belonged to.

Statistical analysis

Results are expressed as means + standard error of the mean
(SEM). The statistical significance of differences in the study
was evaluated by non-parametric tests (Kruskal-Wallis test or
Mann-Whitnev test). Differences were considered statistically
significant for p-values <0.05.

Results

Continuous treatment with warfarin, r-hirudin or
enoxaparin resulted in sustained and clinically relevant
anticoagulant effect in rats

In warfarin treated amimals, PT values ranged from 1.39- to
2.87-fold longer than baseline values by day 7 (baseline PT of six
untreated animals was 14.7 £ 0.4 seconds). With a further in-
crease of 25-30% in the warfarin dose per kilo, an anticoagulant
effect was uniformly obtained, with long-term maintenance
doses ranging from 0.25 mg/'kg to 0.37 mg/kg daily (Fig. 1). At
dav 30, PT values were consistently two-fold higher among
treated animals compared to controls, and vitamin K-dependent
(VKD) procoagulant protein (factor II, VII, 1X and X) levels
were significantly reduced (ranging from 2.3 to 6-fold) in all
treated animals when compared to controls (Fig. 1). In r-hirudin
treated amimals, aPTT values obtained four hours after the last
dose were consistently 1.5-2.7 longer than baseline values
(baseline aPTT six untreated animals was 13.2 + (.7 seconds) at
day 7(26.2 + 2.8 seconds) and day 14 (26.6 + 1.4 seconds). Inen-
oxaparin treated rats, a mean heparin level of 0.50 + 0.04 U/ml
was obtained at day 30. One animal in the enoxaparin group ex-
perienced a minor subcutaneous hematoma in the injection site,
and one animal in the r-hirudin group died with diffuse bleeding
in the third week of the experiment. An additional animal died of
anesthetic complications immediately after the 99mTc-sestami-
bi scintigraphy evaluation (enoxaparin group).

Effective anticoagulation does not influence functional
parameters of the physiological revascularization
response that follows hindlimb ischemia in rats
Following the initial surgical removal of the right femoral artery,
signs of ischemia were observed in all animals by day 7. These
findings slowly returned to normal by day 14, and at day 28 clini-
cal signs of ischemia were completely reversed in all treated and
control animals. There were no differences between the groups
regarding the pattern of resolution of these signs. In accordance
with this data, no difference in relative perfusion was detected at
dav 28 between animals chronically treated with warfarin (I'N
ratio=0.76 £ 0.02; n=6), r-hirudin (1I/N ratio=0.72 £ 0.04; n=4) or
enoxaparin (I'N ratio=0.81 £ 0.04:n=5) when compared to con-
trol animals (I/N ratio=0.72 + 0.03; n=6 — P=28: Kruskall-Wal-
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Figure 2: Determination of the blood flow by 99mTc-sestamibi
scintigraphy following hindlimb ischemia. Relative perfusion ex-
pressed as the ratio between the ischemic and conera lateral hindlimb
(I/N). At day 28, skeletal muscle perfusion ratios were similar in all treat-
ment groups compared to control animals (P=0.28; Kruskall-Wallis test;
n=5 for warfarin and contrel and n=4 for r-hirudin and encxaparin
groups). Results are exprassed as means + SEM.

lis test) (Fig. 2).

Early-onset of thrombin inhibition hampers the
angiogenic response in the rat hindlimb ischemia
model

The capillary density determined for r-hirudin (181.79 + 7.83
capillaries/mm?, n=4) and enoxaparin (164.83 + 25.78 capil-
laries/mm?; n=4) treated animals were significantly lower than
that determined for the control group (273.57 + 25.01 capil-
laries/mm?; n=6) (P=.001 and 0.04 respectively; Mann-Whitney
test). In agreement with these observations, the capillary-to-
myocyte ratio in r-hirudin (0.56 + 0.05) and enoxaparin-treated
animals (0.71 + 0.06) were also significantly lower than in con-
trol animals (0.99 +0.06). In contrast, no statisticallv significant
difference could be demonstrated between warfarin and control
animals when these two parameters were evaluated (Fig. 3).

Discussion

The mechanisms by which thrombin participates in angiogenesis
have been well documented in mice deficient in blood coagu-
lation proteases, PAR-1 or tissue factor (2—6). Moreover. a series
of detailed in-vitro experiments demonstrated the essential role
of thrombin in several steps of angiogenesis required for the de-
velopment of a fully functional blood vessel (16-23). Here we
sought to determine whether down-regulation of blood coagu-
lation would affect parameters of post-natal angiogenesis re-
sponses in adulf rats undergone to acute hindlimb ischemia. The
main finding of our work was that inhibition of thrombin and/or
FXa generation in vive resulted in poor proliferation of small
capillaries when anticoagulation is initiated within the first few
hours following angiogenic stimuli. Interestingly, no adverse ef-
fect on the angiogenic response was detected by delaying the
anticoagulation for 72 hours. The time-dependent anti-angio-
genic effect documented can be explained by the current notion
that the critical molecular and cellular events associated with an-

)
—}

Corfral  Wartann r-Hiudn Enoxspar

Figure 3: Histochemical analyses of muscle sections at day 30
after hindlimb ischemia. Representative sections of ischemic semim-
embranosus muscle {7 pm) stained by alkaline phosphatase of contral,
warfarin, r-hirudin and enoxaparin treated animals (Magnification 50X)
showing a clear decrease in capillary proliferation among r-hirudin and
enoxaparin treated animals, as demonstrated in the bar graph. Results
are expressed as means + SEM; n=6 for control and warfarin groups and
n=4 for r-hirudin and enoxaparin groups.

giogenesis which take place immediately after the induction of
ischemia (24). Therefore, these data suggest the existence of a
narrow window of time in which these anticoagulant drugs can
modulate angiogenesis.

These experiments were designed to mimic, to a certain ex-
tent, clinical situations in which therapeutic angiogenesis would
be indicated for patients with severe peripheral or myocardial
ischemia. Because these patients often require chronic anti-
coagulation, we opted to test common drugs that present distinet
mechanism of anticoagulation action and differ in their molecu-
lar structure. Enoxoparin and hirudin target FXa/thrombin and
thrombin, respectively, and both are fast-acting drugs. Taken to-
gether these data demonstrate that these in-vivo anti-angionesis
effects are not drug-specific but rather the outcome of distinct
mechanisms as previously reported from in-vitro experiments
with both thrombin-specific inhibitors (25) and LMWH (26,
277]. By using these drugs, at doses comparable to those already
established as therapeutic in humans, we demonstrate that the
anti-angiogenic effect of anticoagulant drugs are of concern in
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translating this novel therapeutic, i.e. therapeutic angiogenesis,
to humans.

The advantage of the current in-vivo model is also demon-
strated by experiments with warfarin. When administered 72
hours after ischemia induction, no inhibitory angiogenic effect
was documented in animals with sustained long-term anticoagu-
lation. However, Wang et al. recently reported that in vitro the
down-regulation of vitamin-K epoxi reductase by antisense ther-
apy inhibits HUVEC proliferation independent from the down-
regulation of VKD clotting factors (8). Thus, in the presence of
warfarin, the therapeutic angiogenic response could be com-
prised even in the absence of anticoagulant effect. It is possible
that warfarin intake prior to the induction of hindlimb ischemia
would affect negatively the angiogenic response as well. Further
experiments monitoring levels of vitamin-K epoxide reductase
post-warfarin intake during hindlimb ischemia will be required.

The hindlimb ischemia model has been used to assess rev-
ascularization of ischemic skeletal muscle in vive. In this model,
the partial restoration of blood flow that follows hindlimb ische-
mia is dependent on both angiogenesis (the sprouting of new
capillaries from pre-existing vessels) and arteriogenesis (the de-
velopment of larger and more stable collateral vessels) (28).
Here, in addition to an anatomical method that evaluates in-vivo
angiogenesis represented by proliferation of small capillaries,
we took advantage of a non-invasive technique to assess the
blood flow to the ischemic limb. This method allows the evalu-

ation of whole depth muscle resting perfusion. In our study, im-
paired angiogenesis represented by decreased capillary prolife-
ration was not associated with decreased perfusion in animals re-
ceiving earlv anticoagulation. The major limitation of this me-
thod is that all tests are carried out under resting rather than chal-
lenged by exercise conditions in the hindlimb ischemia model. It
has also been shown that isometric exercise (usually induced by
electric stimulation of the ischemic museles) is capable of unma-
sking the blood perfusion deficit in the model (29, 30). In addi-
tion, these animals do not present chronic occlusive vascular dis-
ease that will likely influence the ability of restoring blood flow
reserve. Similar experiments using animal models with abnor-
mal blood vessels, such as diabetic, senile and atherosclerosis-
prone animals, would be necessary to formallv exclude this
possibility.

In conclusion, we have shown that the use of anticoagulant
drugs at the time of induction of angiogenesis in hindlimb ische-
mia model hampers the pro-angiogenesis response. Therefore,
the clinical outcome of protein- or gene-based early-phase pro-
angiogenesis trials, which typically consist of testing subthera-
peutic or low doses, could be compromised by concurrent use of
these anticoagulant drugs.
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